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Iまじめに
脊椎動物の横紋筋は thick 創a m ent と thin 61a m ent が規則正 しく 並んだ横紋構造
をしており ､ 筋肉が収縮と弛緩 を繰り返 して もそ の 並然と した構造は乱れる こ とがない ｡
そ の 理由 は ､ 脊椎動物横紋筋に は弾性タ ン パ ク質 ｢コ ネク チ ン+ が存在し､ 筋肉が収縮
と弛緩 をく り返 して も､ そ の 弾性 で thick BhTn e nt をサル コ メ ア の 中央に維持する役
割 をして い るか らである (園 1)｡
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一位タン11クー rコ ネクテンJがあるの で. ミオシンフィラメントは
♯に中央に* 持され , サ ルコメT の* 並がI持されている.
図 1 . 横紋筋のサル コ メア構造
コ ネク チ ン (タイ チ ン ともい う) は脊椎動物横紋筋に 存在する ､ 分子 土約 30 0万の
巨大 な弾性タ ン パ ク質で ､ 直径約 2 n m , 長さ 1 pm 以 上と い う非常に細長 い形態をし
て おり ､ Z線か ら M 線ま で を1分子 で つ ない で い る｡ (Ma ruya m a198 4;19 86;19 94;
1 99 7;199 9)｡
分子 と して の コ ネク チ ン に関して は ､ ウサ ギ骨格筋か ら母 分子 で ある α
- コ ネク チ ン
( 分子 王約 350万) が単離され , そ の 2次構造は ､ a ･helix をほ とん ど含まず ､ β構
造か ら柵成されて い る こ とが示 され て い る 収im u r a et al., 1992)o コ ネクチ ン の 1次
構造は ､ ヒ ト心筋 コ ネクチ ン で解析され ､ 塩基に して 8 2kbp､ ア ミノ酸 に して 26,9 26
残基 で ある (Labeitetal. , 1 99 5)｡ サ ル コ メ ア の Ⅰ 帯領域 はイ ム ノ グロ ブリ ン(Ⅰ∂C2
様の ドメ イ ン が連続 して並ん だ ta nde m lg と ､ プ ロ リ ン ･ グル タ ミ ン酸
･ バ リ ン ･ リ
シ ン の 4種 の ア ミ ノ酸が 70%以上 を占める PE V E領域 で構成され , 再び tande m lg
ドメイ ンが連続 した後 ､ A･Iju n ctio n付近か ら M 線ま では フ ィ プロ ネクチ ン伊n) タイ
プ ⅠⅠⅠ様 ドメイ ン と Ig ドメイ ン が繰り返 され た配列が並んで い る｡ Z線に N 末端部分
が ､ Ⅰ帯には弾性領域が存在 し ､ A 帯で はミオ シ ン フ ィ ラメ ン トに結合 して サ ル コ メ ア
中央の M線付近で左右の C末端部分がオ ー バ ー ラ ッ プ して い る (Gra nzie r a nd Lab ait.
2 02) ( 図2)｡
さらに 近年 ､ コ ネクチ ン は Ⅰ 帯領域 が選択的ス プライ シ ン グを受 け. い く つ か の ア
イ ソ フ ォ ー ム が存在する こ とが明らかにな っ て い る(Bang et al. , 200 1;Fr eiburg etal.,
20 02)｡
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囲 2 . コ ネクチ ン の 一 次構造とt 気泳動俊
一 方, 無脊椎動物横紋名引こは静止長が 10ptn におよぷサ ル コ メ ア が存在する｡ 例え
ば , カ ニ の 脚の筋肉がそれ である｡ ザリ ガ ニ の はさみの 筋肉にも､ 静止長が 8･ 3 -- ､
伸びる と 13pm とい う､ 脊椎動物の 3･ 5倖にお よぶ 巨大サ ル コ メア が存在する ( 脊椎
動物横紋筋 の サ ル コ メ ア の静止 長は2. 21 2. 4 岬1) (図 3)Q
s D S-電気泳動の 結果 , そ こ には コ ネクチ ン と同程度の 移動慶 (推定分子JE300万)
を示す バ ン ドが存在した｡ そ こ で ､ こ の タ ン パ ク質を 3000Kと名付けて調 べ た結果 ､
(1) コ ネク チ ン 抗体の 1 つ と反応を示す ､ (2) 稗史後の 分子 形態が 非常に細長く
コ ネク チ ン に似 て い る ､ (3) 非常に弱 い トリプ シ ン 処理 で分解する の に伴 っ て 受動的
張力が低下する ､ こ とが明らかになり , こ の 3000Kタ ン パク質は コ ネクチ ン 様タ ン
パ ク
質で あ る ことが分か っ た (Man abe et aL, 19 93)｡
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図 3 . 脊椎動物横紋筋と 仰 椎動物横紋筋 のサ ル コ メ ア長 の比較
で は ､ 同じ300万と い う分子 量で ありなが ら､ ザリガ ニ は さみ 閉筋の 3000Kタ ン パ ク
質ほ ､ なぜ コ ネクチ ン の 3.5 倍もの長 さの サ ル コ メ ア を経持 できる の か ?
これ が ､ 本研究 の 出発点であ っ た｡
研究成果
1 . 無脊椎動物横紋筋の コ ネクチ ン (Ⅰ- c o n n e ctin)
脊椎動物の コ ネク チ ン と似た 300万 とい う分子 土で ありなが ら､ ザリ ガ ニ はさみ閉筋
の 3 000Kタ ン ′くク質は ､ なぜ コ ネクチ ン の 3.5 倍もの長さ のサル コ メア 構造を維持で き
る の か?
こ の 疑問を解決するた めに ､ ザリガ ニ はさみ開拓の cI)N A ライブラリ
ー を嗣 魁後 ､
ィ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グと w an ing を繰り返すこ とで 3000Kタ ン ′
iク 質の cDN A クロ ー
ニ ン グをお こ ない ､全塩基配列 を決定 した ｡ そ の値は 53,42 4bp､ ア ミノ 酸に して 17,3 52
残基 で あり ､ 分子 量は 196万 で あ っ た｡ 当初は SDS
･電気泳動 の移動度の 概算か ら ､ こ
の タ ン パ ク質の分子量は 300万 と思われて い た が ､ ア ミノ 酸組成に より電気泳動の移動
度が 小 さく なるた めであり ､ 実際の 分子生は 196万 で あ っ た ( 図4)n
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図4 . 無脊椎動物 コ ネクチ ンと脊椎動物 コ ネクチ ン の
一 次構造
また , 68 アミノ酸 の 繰り返 し配列部分に対する抗捧を用い て イ ム ノ ブ ロ ッ トにより
珊 ペ た結果 ､ フ ジツ ボや 昆虫の脚 の 筋肉など節足 動物 の 巨大サ ル コ メ ア を持 つ 筋肉と広
く反 応を示 した ｡ この こ とか ら ､ ザリガ ニ はさみ虫引こ存在する 30OOEタ ン パ ク質は ､ 無
脊 椎 動 物 に 広 く 存 在 す る コ ネ ク チ ン 様 タ ン パ ク 質 で あ る こ と か ら ､
Inv e rtebr ate -c o n n e ctin(I- con n e ctin)と呼ぷ こ とに した｡
Ⅰ･ 00n ne ctin の ア ミノ酸配列を解析 した結果 ､ 以下 の 4 つ の特徴的なこ とが明らかに
な っ た｡ (1) 弾性に関与して い ると考えられ て い る P EVE 領域が 2 つ 存在 した (脊椎
動物 で は 1 つ), (2) 何ともho m ologyの な い ､ 68アミ ノ酸の 新 し い繰り返 し配列 が存
在 した (SE Krepeat)､ (3) 全く別 なタ ン′くク質と考えられて い た rケ ッ チ ン : KettiJl+
と い うタ ン パク 官が ､ 1･ c o nne ctin の ア イ ソフ ォ ー ム であ っ た ､ (4) 脊椎敷物で はそ の
C末端側半分に非常に多く 見られる Fn3 ドメ イ ン がほ とん ど存在 しなか っ た ( 図4)｡
次 に , トc o n n e ctin の ア ミ ノ 酸配列を もと に4 種類 の 部位特異抗体 (EetC
.
SP1,
S P2-S E E C: 囲5) を作製 し､ 蛍光抗体法を用 い て ､ 筋肉が伸縮する麻の サル コ メ ア内
で の挙動を調 べ た ｡ そ の 結果 ､ Ⅰ･ c o n n e ct in分子の N 末端側は伸縮 にほとん ど関係 しな
い 一 方で ､ そ の 他の 部位はサル コ メア 長の 伸長に伴 っ て 抗件の 取織部位が変化 した o つ
ま り ､ 脊椎動物 コ ネク チ ン で は分子 全休の 1 5%が伸長 に 関わ っ て い る の に対 し ､
Ⅰ･c o n n e ctin の場合 ､ 分子全体の 7 0%が伸長に隣与 し, その 中で も伸びやす い部分と
伸びに く い 部分が存在 して い る こ とが明らか になっ た ( 図5)｡ また ､ 脊椎動物 コ ネク
チ ン では ､ 分子 の約半分は thick filaJ)e nt と結合し ､ その C東端 はM線に まで達 して
い るの に対 し､Ⅰ･ c o n n e ctin の C末端は A-IjurICtion 付近に存在す る ことも分か っ た .
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囲 6 . ザリガ ニ 巨大サ ル コ メ ア の伸長と Ⅰ･co n n e ctin 分子 の 伸び方
ll
2 . 無脊椎動物 コ ネクチ ン (Ⅰ-conn ectin) の SE E領域の伸長
Ⅰ･ c on ne ctinの 金 一 次構造を決定 した結果 ､ 68ア ミノ 酸の 新し い繰り返 し配列 (SE E
r印 e at) が見 つ かり , 伸張性に 富ん だ新 し い 弾性要素 で ある こ とが示 され た｡ そ こ で ､
こ の S E Eリ ピ ー トの N 東端に G ST タ グ､ C 末端に ビオ チ ン化 BD TC タグを持 つ 融合
タ ン パ ク質と して稚処し ､ 1分子計測によりそ の 張力を測定 した｡
方法は ､ この 融合タ ン パ ク質 の N 末端を G S T抗体を介して ス テ ー ジに ､ C 末端をア
ピ ジン を介 して ブ ロ ー プに それ ぞれ結合させ ､ プ ロ - プを伸頭させた ときに発生する張
力を , 分子 間力顕微鏡 (AFM) を用い て 1 分子計測をお こな っ た ( 図7)｡
PE:V t(
polypep
blothylq(od
pr()be
･一 へ F‾⊆
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T:* 対1 生
r :伸I 長一
囲 7 . 分子脚力薪称集による1分子計湘
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こ の 結果 ,得 られ た張力曲線は ､ 高分子 ポリ マ ー の 弾性を表す モ デ ル で ある w . r mlike
chain m odel に当て は まり ､ その 時統長(pe rsistencele ngth) は 0.3 7±0.01n m (n= 11)
で あっ た o こ の値はア ミノ 酸 1 個の 主鎖方向の 長さとほ ぼ等 しく , S E K領域は ､ これ
迄に知られて い る脊椎動物の 弾性部位より も非常に伸びやす い性質で ある こ とが分か
つ た ( 図8)∩
15
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図8 . SEK額域 の持続長 の ヒ ス トグラ ム
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3 . 無脊椎動物 コ ネクチ ン (Ⅰ-c onn e ctin) の P E V K領域 の伸長
これ まで の研究の 結果 ､ Ⅰ･ コ ネクチ ン の 伸張性領域は P E V K領域 , 8pa C e r配列 ､ S E E
領域などの 弾性要素か ら耕成され て おり , その うちの SE K領域は伸張性 に富ん だ新 し
い 弾性要素で ある こ と が示 され た｡ しか し生体内にお い て ､ そ の 伸蛮が SE X領域より
早 い 段階で 起こ る 8pa C er 髭列と PE V K領域の 弾性特性を調 べ る必 要が あ っ た ｡
そ こ で SE K領域 と同様に ､ P E VK 2の領域を､ N 末端に GST タグ､ C 末端に ビオ チ
ン化 B D T C タグを持 つ 融合タ ン パク質と して 大腸菌内で発現させ ､ 精製後 ､ 分子間力
顕微鏡を用い て発 生する張力を測定 したo
そ の 結果 ､ P E V E領域 の 持続長は 3.0 7n m となり ､ S E K領域の 値の 0.37n m や , ヒ
ト コ ネクチ ン P E Vl(領域の 1.45n m より大きい 値で あ っ た ｡ こ の こと は ､ Ⅰ･ コ ネク チ
ン PEVX 領域が , 曲がり にくく ､ 硬 い 構造を持 つ ことを表 してお り ､ サル コ メ ア の 伸
張に対 して SEE 領域より先に伸張 した観察結果と 一 致するもの であ っ た｡ また ヒ トの
PE V E領域の値と異な っ た ことか ら ､ 同じ P E V K領域で もそ の弾性機能に違 い が ある
こ とが予想された n なお ､ 8pa C e r配列 に関 して は ､ 試料を胡敷 して 襲力測定を終了 し､
現在解析を進めて い る｡
1 2 3 4 5 6
pe rsite n c e一e ngth
【n m】
3.07 ±1.08n m
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園9.
p E V K領域の持続長
のヒストグラム
I S E K領域よりも長い住
･ 一 缶の ヘリツクス柵造を反映
4 ｡ Ⅰ- コ ネクチ ン 絃医大サ ル コ メ ア の構造を1分子で維持して いる の か ?
脊椎動物横紋筋 の コ ネクチン は､ Z線 (N 末端) から M 線 (c末端) まで を1分子
で つ なぎ､ その 約半分が thick 汲1a m en七にしっ かりと結合するこ とで ､ そ の構造を維持
する役割を して い るo - 方､ Ⅰ- コ ネクチ ン は巨大サ ル コ メア に津凱 ､て ､ Z線 (N 末端)
か ら thick fi1a m e nt の端まで を1 分子で つ なぎ､ そ の C 末端領域は ､ thick 丘1a m e nt
の端に局在する｡
Ⅰ･ コ ネクチ ン の C末端領域がthick Tlla ment の端に結合 して い るだけで 巨大サル コ メ
ア が収縮と弛緩をくり返 したときに､ し っ かりとそ の構造を維持することができる の だ
ろうか? ひ よつ と したら､ Ⅰ･ コ ネク チ ン 1分子だけで はなく ､ Ⅰ
･ コ ネク チ ン と結合す
る別 の タ ン パク質がthick f1 a m ent上に存在 し､ その タ ン パク質と協同 して 巨大サル コ
メア を維持 して い る の で はない だ ろうか ?
Ⅰ- コ ネクチ ン の C末端領域の 一 次構造はFn3domain を多く含む点で ､thick fila m ent
と結合するこ とが示されて い る脊椎動物 コ ネクチ ン の A帯領域と類似して い る｡ また ､
ザリガ ニ は さみ閉筋には ､ プ ロ ジ ェ クチ ン と い うもう
一
つ の コ ネクチ ン様タ ン パ ク質が
存在する ことが分 か っ て い るo プ ロ ジ ェ クチ ンは ､ そ の
一 次構造が脊椎動物 コ ネクチ ン
の A 帯領域に類似 し ､ ザリガ ニ はさみ閉筋の サ ル コ メ ア内におい て は thick 丘1a m e nt
の端に局在する ( 図10)｡ これ ら の特徴から ､ Ⅰ
- コ ネクチ ン の C末端領域はプ ロ ジ ェ ク
チ ン と結合 し ､ こ の 2種類の 分子で脊椎動物 コ ネク チ ン 1分子の役割を担 っ て い るの で
はない かと考えた｡
そ こで ､ Ⅰ- コ ネク チ ン C 末端領域 の ､ 特に Fn3 do main に富んだ 57 k Da の領域 を
G ST 融合タ ンパ ク質と して 大腸菌内で発現させ て精製 し､ プ ロ ジ ェ ク チン との結合実
験をお こなっ た｡ 方法は GSで のア フ ィ ニ テ ィ ー カラムを利用 した方放で ､ 予 め5 7 k Da
ポリペ プチ ドを吸着させ たカラム にプロ ジ ェ クチ ン を apply した後､ 溶出をお こなっ たo
その結果 ､ プ ロ ジ ェ クチ ン は 57 k Da ポリ ペ プチ ドの溶出画分で はなく ､ 素通り画分に
得られたため ､ 両者 の結合は確認 できなか っ た (図11)0
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囲1 0. Ⅰ･ コ ネク チ ン とプ ロ ジ ェ クチ ン の局在と - 次構造
Ⅰ･ コ ネク チ ン とプ ロ ジ ュ クチ ン と の 結合が確聴 で きなか っ たた め ､ 次にI- コ ネクチ ン
との結合タ ン パ ク 質を広く th ick ma ment構成タ ン パ ク尊か ら探索する ことを試み た｡
具体的には ､ thickGla m e nt構成タ ン パ ク 質が多く 含まれ るようにザリ ガ ニ はさみ 開拓
か ら高塩漉度溶礁で抽出した粗抽出物と ､ 精製した Ⅰ･ コ ネク チ ン の 両者 を混合 した後に ､
40mM K･ PO4, pfI 7.0 に 1 2時間の 透析を行 い ､ 遠心後の 上浦と沈殿を S D S･電気泳動
に より確か める ､ とい う共沈実験をお こ なっ た｡ そ の 結果 ､ Ⅰ･ コ ネク チ ン は ､ 単独で は
上浦に得 られ たもの の , 粗抽出物 の存在下で はその 一 部が沈殿に得 られ た こ とか ら､ 粗
抽出物 に含まれ る い ずれ か の タ ン パ ク質と Ⅰ･ コ ネク チ ン が結合 した結果で あると考え
られ たが ､ そ の タ ン ′iク質を具体的に特定す るに は至 らなか っ た ｡
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図1 1. Ⅰ･ コ ネクチ ン C末端 67k D& 領域とプ ロ ジ ェ クチ ン と の 結合実牧
5 . イカ斜紋筋に存在する コ ネク チ ンとその貯栽中の変化
1981年 に Kim u r a(1981) は冷凍ア オリイ カ の 筋肉試料中に コ ネクチ ン様タ ン パ ク
質が存在する こ とを報告 した｡ ま た 2002年には Eagaw a らが ､ 生 ス ル メイ カ を低温貯
蔵する と コ ネクチ ン様タ ン パク 質が抽出され る ことを示唆 したも の の . 確羅 に は至 っ て
い なか っ た.
そ こ で今回 ､ 活きたイ カの斜紋筋を 2-1 5%と 2 - 6% の ゲル を用 い て SDS 電気泳動
をお こな っ た ｡ そ の 結果 ､ イカ斜紋佑に存在する高分子圭タ ン パ ク質の バ ン ドの 移動度
は ､ ウサ ギ背筋の コ ネク チ ン ( 分子量 360 万) やニ ワ ト
1)胸筋の コ ネク チ ン (分子 t
30 0万) の バ ン ドの 移動度よりも大きく ､ ア ジの コ ネクチ ン (分子 量 240万) の 移動度
に似て い る こ とが分か っ た ( 図1 2)∩
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イ カ 斜紋筋の 高分子 量タ ン′くク質 が コ ネク チ ン様タ ン パ ク質で ある か どうか を調 べ
るため にイ ム ノ ブ ロ ッ トを行な っ た｡ そ の 結果 ､ コ ネク チ ン モ ノ ク ロ - ナ ル 抗捧 3B9
が強い反応 を示 した ( 図1 3)｡ さらに ､ 数多く の コ ネク チ ン抗体との 反応 を試みた結
果 ､ い く つ か の 抗捧とは反応 したが , す べ て の コ ネクチ ン抗体が反応 したわけ で はなか
つ た
｡
McAb3B9 は コ ネク チ ン の A帯領域を認識する抗休で あ ることか ら . イ カ外套膜
斜紋筋には コ ネクチ ン が存在 し､ 脊椎動物 コ ネクチ ン の A 帯領域に存在する もの と 同
様な配 列をも っ て い る ことが推察され た ｡ また ､ コ ン ト ロ ー ル に用 い た ウサ ギ骨格筋と
同様に ､ ダブ レ ッ ト の バ ン ドと して 検出され た こ とか ら ､ α コ ネクチ ン ､ β コ ネクチ ン
が共 に存在する こ とが明 らか にな っ た ｡
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Sekiや Mits uha shiらに より ､ 魚類の α コ ネクチ ンは噂乳類 の α コ ネク チ ン より も分
子圭が小 さい こ とが報告され て い るが ､ 軟体動物であるイ カ の a コ ネク チ ンの 分子*も
ウサ ギ骨格笛 より小 さ い こ とが示され た.
(a)(a') (b) (bり
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一il
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(a) Rabbitskeletalm tLB Cle Stain ed
witha nidebla ck
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with 3 B9
0) Japa n e s e c o m m o n squid m a ntle
m u s cle 卓tain ed witha 皿idebla ck
0)' Japanes e C o m m o n 8q血d m aL且tle
m u 息Cletr e a[ted with3B9
図1 3. イ カ斜紋肪のイム ノブ ロ ッ ト健
イ カ 類は死後 , 短時間の うちに筋肉の 弾力性などの テ ク ス チャ
ー が大 きく 変化する｡
こ の 要因を調 べ るた めに , 活ス ル メイ カを貯蔵 した際の コ ネク チ ン の 変化と物性との 関
係を調 べ た｡
5℃で 48時間ま で貯蔵 した生 ス ルメイ カ斜紋筋をS DS竜気泳動の結果､ 死直後(Ohr)
で は ､ α コ ネクチ ン の バ ン ドが太く ､ β コ ネクチ ン の バ ン ドが細 い と い う , 脊椎動物 の
a ぉ よびβ コ ネクチ ン の 殉係 と類似して い たo 死後0
- 5時間まで は コ ネク チ ン の ′くン
ドは α ､ βの 2本存在 し, 死後 7時間か らは ､ α の バ ン ドがうすく なり ､ β コ ネク チ ン
の バ ン ドが濃く な っ た ｡ そ の 後48時間ま で貯蔵した もの は , α コ ネク チ ン は見 られず ､
β コ ネクチ ン だ けが存在 した∩ コ ネク チ ン 以外 の バ ン ドに目立 っ た変化は見 られ なか っ
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た (図1 4)o コ ネクチ ン と魚介類 の 品質. 特に鮮度との 関係に つ い て Sekiらは ､ コ イ
白筋の コ ネク チ ン 含量は ､ 死直後に 55%あ っ た もの が死後 7日 で 3 2%に減少 し､ 電気
泳赦の パ タ ー ンか らは死後 1 0時間で α コ ネク チ ンが消失し ､ β コ ネ クチ ン が増加する
と して い る｡ 今回 の 実験から , ス ル メ イカに 関して も コ イ と同様､ 死 後時間が経 つ に つ
れ て α コ ネクチ ン か らβ コ ネクチ ン - の 分解がお こり ､ そ の 変化 は コ イ に比 べ て か なり
早 い 時期に お こ る こ とが明 らかにな っ たo
nab O 1 5 7
声才｢貰∋
l
N 甘- - ■ 叫
岨 C →曽
i
12 18 24 48(hL)
図1 4. イカ斜紋筋 コ ネクチ ン の貯蔵中の 変化
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1 6 %gel.
さらに , 生 ス ルメイ カ の 死後 の物性 変化を調 べ た結果 ､ Bre aking Stre ngth は死後
3 - 5 時間 で最大と なり (rigor morti8)､ そ の 後徐々 に減少 し軟化 した o 他 の 肉類 ､
20
魚介類と同様 ､ 死後硬直を経て軟化がすすむ プ ロ セ ス であるが ､ イ カ は脊椎動物 に比 べ
て死後硬 直の 時期 が早く ､ また , 軟化の 度合 い も大き い こ とが分か っ たo イ カ筋肉の 物
性が大きく 変化する時期は ､ α コ ネク チ ン がβに分解 して いく 時期と 一 致 した｡ こ れよ
り生イ カ筋肉の 軟化は ､ α コ ネクチ ン か らβ コ ネクチ ン - の 分解が何 らか の 関与を して
い る ことが示唆 され た o
イ カ の斜紋筋に弾性タ ン パ ク質 コ ネクチ ン の存在が明 らか にされ た こ とは ､ イ カが
ジ ェ ッ ト推進な ど の 筋肉運動を行う際の機 能と の 関係 か ら も興味深 い 結果 で あ ると
思われる o
6 . 斜紋筋の コ ネク チ ン様タ ンパ ク質
無脊椎動物の 中で環形動物や線形動物で は , 斜紋筋と い う､ 脊椎動物と無脊椎動物 で
一 般的に存在する横紋筋とは異なる構造の 筋肉が存在する ( 図1 5)｡
脊椎動物横紋筋
重葦
2.2pm
無脊椎動物斜紋筋
J- rod Thick丘1m cTlt
と::i
‾ ‾ ‾
､
-
l -
T 山T]Lnam eT]t
/
-
■ - 1
垂章=>
6pm
図 1 5. 脊椎動物横紋筋と無脊椎動物斜紋筋 の構造の模式図
この 報告書で示 してきた ように ､ 節足動物の 巨大サ ル コ メ ア を持 つ 横紋荻には コ ネク
チ ン様タ ン パ ク 質が存在 し､ その構造を維持 して い る ことが明 らか に な っ た が ､ 比較的
大き なサ ル コ メ ア 長を持 つ 斜紋筋 の 構造は どの よう に維持され て い る の だ ろう か ?
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斜紋妬か らなる ゴ カイ (希形動物)の 休壁筋を SDS 電気泳動する と 3種類の 高分子
壬タ ン パ ク 賃 (400 0K, 120 0K, TO OK) が存在する こ とが分か っ て い るo イ ム ノ ブ ロ
ッ トの 結果 , コ ネクチ ン抗体と反応する こ となどか ら ､ コ ネクチ ン様 タ ン パ ク質で ある
l
と い われて い た が ､ 弾性タ ン パ ク質で ある か どうか は っ きり して い なか っ た( 図1 6)｡
そ こ で ､ a- rod 近傍 に局在する 1 200 K･pr otein の ク ロ ー ニ ン グをお こ ない ､ そ の 一 次
構造 の 決定を試み た ｡
S D S-P AGE
ウサギ背筋 芸墓誌 芸墓去
con*I
-
p:
Neb ～
岨 ｡i
Ket
r
1
4000Ki
1200K
700 K
Im m u n oblot
a
4000 K
1200 K!
1
70 0 K 1
b c
｢
kg
a:Amido Bla ck
b: コ ネクチ ン抗体
3 B9
c:コ ネク チ ン抗体
S M l
図 1 6. ゴ カイ件壁筋 の Sl)S- 宅気泳動像と コ ネクチ ン 抗体との免疫交叉性
ゴ カイ 体壁筋 の d) NA ライ ブ ラリ ー を調製 し､ イ ム ノ ス クリ ー ニ ン グを した結果 ,
2 つ の 重複 しない ク ロ ー ン が得 られ た｡ それ ぞれをク ロ ー ン Al(1,368bp), ク ロ ー ン
B l(2,562 bp) と名付けて w a吐血g をお こな っ た結果 ､ ク ロ ー ン Al に関して は 一 致
する配列 を持 つ 2 つ の ク ロ ー ン(clone ll, 61) が得られ ､ Al とあわせ て 2.9kbの 一 次
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構造が明 らかにな っ た ｡
一 方 ､ ク ロ ー ン Bl からの w aJking で は 3 つ のク ロ ー ン(clo n e
cl,52, D l)が得 られた もの のク ロ
ー ン B lの 一 部分で あ っ た ｡ また ､ ク ロ ー ン BI を舌
む 4 つ の ク ロ
ー ン の 同 じ箇所 で ス ト ッ プ コ ドン が現れた ため ､ ク ロ ー ン Bl で得 られた
配列は 1 200K･protein の C 末端で あると考えられ る.
ク ロ ー ン A か ら ス クリ ー ニ ン グを行 なっ て 得られ た配 列をフ ラ グメ ン ト A､ ク ロ ー
ン B か ら得 られ た配列をフ ラ グメ ン ト B と名付け ､ それぞれを解析 した ドメイ ン 構造
が図 1 7 である｡
0 500 1000residues
Fr agmentA
N - - I -
Fragm e nta
N ･ - - ･ -
P l P 2 P3 P4 P5
NI3. . . _
C
S Pl ‾
8 Igdo main口 芸
v K
m. a14 A Ar cp%t lscq
u miq;ece
図 1 7 . フ ラ グメ ン ト A とフ ラグメ ン ト B の ドメイ ン群遣 の模式鴻
フ ラ グメ ン ト A は約 60 ア ミノ酸 からなるプ ロ リ ン ､ グル タミ ン 酸 ､ バ リ ン ､ リ シ ン の
4種 の ア ミノ酸に 富む PE V E領域と Ig ドメイ ン とが繰り返し配列された ドメイ ン構造を
持 っ て い た｡ PEVK に富む配列は ､ コ ネクチ ン 及び類似の タ ン パ ク質に特徴的に 存在 して
そ の 弾性 を生み出すと考えられて い る こ とか ら ､ P E V E領域が存在する こ の モ チ ー フ は
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弾牲 を担 っ て い る と推沸され る. しか し 一 方で , この Ig - P E V 正一 Ig - P E V Kとい う繰り
返 しは ､ これまで に明らか にな っ て い る脊椎動物 コ ネクチ ン及 び無脊椎動物の コ ネクチ ン
様タ ン パ ク質に は存在 しない もの で あり､ その 弾性特性 はす で に知 られて い るも の とは
異なる こ とが予想され る｡
イ ム ノ ス クリ ー ニ ン グによ っ て得 られたもう 1 つ の フ ラ グメ ン ト B は ､ 14 アミノ酸か
らなる P EVX に富む繰り返 し配列 とそれ を挟む形で他にホ モ ロ ジ ー の ない ユ ニ - ク配列が
存在 して いた. こ の P E V R に富む繰り返 し配列は ､ フ ラグメ ン ト A に存在する P E V K配
列 とは ア ミノ酸組成が 異なっ て い たこ とから ､1200 K-protein に は複数の PEV R8egm ent
が存在 し､ それぞれが異なる伸張機構を持 つ と考えられ るの で ､ 今後､ 1分子計測などに
よりその 弾性特性 を明らかにする必要がある｡
以上の 結果か ら､12 00K･protein に 弾性領域が存在するこ とは分か っ たもの の ､ J･ rod 近
傍に局在する12 00K･pr otein が1分子で A 解をJ･ r odに つ なぎとめて い る とは考えにく い .
今後 ､ Ⅰ 帯に存在する 4 000E-pr otein のク ロ ー ニ ン グもお こ な い ､ 両者の分子特性を明ら
か にする こ とで ､ 弾性 タ ン パク質が斜紋筋の構造 をどの ように維持 して い るか を明らか に
でき るもの と考えて い るo
7 . 平滑筋 の コ ネクチ ン様タ ン パ ク質
コ ネク チ ン は ､ 脊椎動物横紋筋に存在 し､ 平滑筋には存在 しない タ ン パ ク質で あると
い われ て きた｡ 事実 ､ これ まで ､ 脊椎動物の 平滑筋を材料に SDS･電気泳動で調 べ たも
の の
､ 存在 して い なか っ た｡
とこ ろが ､ 無脊椎動物平滑筋の 代表例と して生理学的研究が されて い るム ラサ キイ ガ
イ ( 一 般に ム ー ル 貝 と呼ばれ て い る) の 前足糸牽引筋 (Anterior By8 SuS RetTa CtO T
M uscle : A BRM) の 全抽出物 を SDS一電気泳動により調 べ た結果､ 脊椎動物 コ ネクチ
ンやⅠ- コ ネク チ ンよりも高分子量 の位置にバ ン ドが確認された (図1 8)0
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I- c o n n e citinのドメイン構造と使用した抗体の帝≠部位
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次に, 各種 コ ネク チ ン 抗体やⅠ･ コ ネクチ ン抗捧を用 い てイ ム ノ ブ ロ ッ トをお こな っ た｡
そ の 結果 ､ 脊椎動物 コ ネク チ ン の 抗体を用 い た反応 で は ､ モ ノク ロ - ナ ル 抗件 で ある
3B9 と 1Gl は トウィ ッ チ ン に は反応 を示 した もの の ､ 目的と した 30 00 K以 上 の 高分
子 量タ ン パ ク質には反応 しなか っ た ｡ また , それ以外の 各種 コ ネクチ ン抗体は どの バ ン
ドにも反応 しなか っ た｡ それ に対 し, Ⅰ･ コ ネ ク チ ン抗休に対 して は ､ 4種類 の う ち の
2種類 ､ S P2 と SE E C が反応 を示 した ( 図1 9)a
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図1 9 . ム ラサキイガイ A B R班 のイ ム ノ ブ ロ ッ ト像
M H C: Myo sin-he a vy ch ain;
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そ こで ､ Ⅰ･ コ ネクチ ン抗体に対 して 反応 を示 した高分子量タ ン パ ク質は コ ネクチ ン様
タ ンパ ク質ではない かと考え､ そ の 一 次構造を明らかにするこ とを試み たo ム ラサ キイ
ガイ AB R M のcDN Aライ ブラリ ー を調製 し ､ 反応 した 2種類 の抗体を用 い てイ ム ノ ス
クリ ー ニ ン グをお こな っ たが ､ 今 の とこ ろポジテ ィ ブク ロ
ー ン は得られて い ない ｡ 用い
た抗体はザリガ ニ はさみ閉筋に存在するⅠ･ コ ネクチ ン に対 して作製 したもの で ､A B R M
の高分子量タン パ ク質に対 して 反応性が弱い こ とが原因とも考えられる の で ､ ム ラサ キ
イガイ A B R Mの 高分子量タ ンパ ク質に対 して の 抗体を作製 し ､ それ を用 い て ス クリ ー
ニ ン グを しようと､ 現在 ､ 抗原 の 調製を進めて い るo
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あとがき
こ の研究プロ ジ ェ ク トが発足 して 2年半が経過 した 2003年 11月 1 9日･ ､ 研究分担
着で ある丸山工作 ･ 大学入部セ ン タ ー 理事長 (千葉大学痛巻数授) が急逝する とい う
事態にみ まわれた｡ 研究棟題に 関して は予定より早めに進行 して い た こともあり､ その
後の研究は研究代表者によ っ て 遂行することがで きたが､ 弾性タ ンパ ク質の研究をする
上 で ､ そ の発見者を失 っ た ことは大きな痛手で あっ たo
2 004年11月 1 9日 から 21日 の3 日周 ､ 千葉大学 ･ けやき会館にお いて ､ ｢筋弾性タン パ
ク質の 国際シ ンポジウム : 丸山工作追悼集会 (h 転m由血nal Syq po 8ium on MuBde Ela 血
protein B:Ko s c akMa n lyam aMe m o rialMe eting)+ が開催されたo
こ の シ ン ポジウム で は ､ ｢コ ネ クチ ン+ の 弾性機能が働かない と心筋の 堅牢性が増して
ミ か 1チ - を呈す る こ とや , ある種 の筋ジストロフィ ー が コ ネクチン の アミノ酸配列の部分的
欠損によっ て生じることなど､ 弾性タン パ ク質で ある ｢コ ネクチ ンJ と病気との関係が明らかに
された｡ さらに ､ rコ ネクチン+ が筋原線維形成の初期段将に関わるこ とや心臓の 血流量の
調節 へ 関与する ことなど､ 横紋筋 の構造維持と い う ｢コ ネクチ ン+ 発見当初の役割の み
ならず､ そこか ら広がり を見せ た数多く の 重要な発表がなされた｡ 専門分野が異なるため
日頃は顔 を会わせる こ との少 ない ｢弾性タ ン パク質+ の研究者が
一 堂に会して ､ 発見者､
丸山工作博士 - の追悼の意を込め て ､ 最新の研究発表と討論が繰り広げられた意義深 い
シ ン ポジウム で あっ た｡
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In c rayGsh cla w clos er m us cle, the gia nt s ar co m e res
ar e8.3 pm lo ng at rest,fo u rtim eslongertha n ve rte･
brate striated m u scle s ar c o m e res
,
a ndthey ar e exte n-
sible upto 13pm tlPO n Str etCh･ In v ertebr ate co n n ectin
(I･ con ne ctin)is a n elastic pr otein which holds the
A ba nd at the c enter of the s a rco m e re. T he entir e
sequ en c e of c rayfish I-c o n n e ctin was predicted fro m
CD N As equ e n ces of 5 3 424 bp (17 352residu es;
1960 k Da). CrayGsh I- c o n n e ctin c o ntain stw o n ov el
68- a nd 71･ r e sidu e r epeats, and als o tw o P E V K
do m ain s a nd o n ekettin region. Kettin is a s m all iso･
fo r m of I- c o n n e ctin. Im m u n oblot tests u slng a ntibody
to the 68･ r e sidu e repe ats re v e aled the pres en c e of
I･ c o n n ectin alsoin long s ar co m eres ofin s ectleg m u s･
cle a nd ba r n a cle v entralm us cle. lmm unoflu oresc en c e
micr osc opyde m o n strated that the tw o repe ats, the
lo ngspa ce r andthe tw oP E V K do mains c o ntributeto
s ar co m e re e xte nsio n. T hes e r eg10 n S rich in charged
amin o acids, o c c upylng 63 % of the cr ay丘sh
I･ c o n n e ctin m ole clle, m ay allo w a spa n of a 3.5 pm
dista n c e as a n ew class ofc o mposite sprlng.
Keyw ords: c on nectin/D-titin/elasticityrkettin/titin
Introdu ctio n
Titn/con n ectin is a giant SPrlng-like protein that is
respo nsible forpassiv etension generation and fわr pos-
itio nlng the thick 丘1a m e nt at the center of vertebrate
striated m uscle sarc o m eres(for r?vie w s seeM a ruya m a,
1994;Ga uteletal. , 1999;Gregon o et al. , 1999;Linke,
2000). On e tiin/c o nn ectin m olec ule[30 00 kDa(cardiac
m u scle) to 3700 kDa (s ole us m uscle)] spans ahalf
s arc o m ere- 1 pm lo ng atrestlength fro mthe Z lin eto
the M lin ein the A ba nd. It co n sits ofthe N-te r min al
Z line-binding regio n (80 k Da), the I band region
(800- 1500 kDa)a nda myosin -bindingregion(2100 k Da)
(Labeit a nd Kolm erer, 1995;Freiburg et al. , 2000). The
exte nsible l ba nd reglOnis c o mposed of a n u mber of
tande m im mu n oglobulin (Ig)do m ains a nd o n eP EVK
do main . W ithin the physiologlC al ra nge of sarc o m ere
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1e ngths(<3･5LL m), e ntr OPipelasticity ofthelgdo m ains
(straighteningof interdo m a!ns)a nde ntropic ande nthalpic
elasticity of the PEV KreglOn are r espo nsible for re vers-
ible exte nsion(cf. Linke, 2000).
In co ntrast,thegia ntsarc o m ereofcray丘shclaw m u scle,
thele ngth of which is - 8 叶m atrest, is exten sible upto
13トL m･ Ho w arethethick 丘1a m entskeptinpositio n aro u nd
the ce nter ofthe gia nt sarc o m ere regardlss ofstretch?
W oulda putative giant m olec ule respo nsible forthis
fu nctio n also c o ntain other seque n ce m otifs fou nd in
v ertebrate titin/c on n ectin, s u ch as long stretches of
repetitive myosin -binding reglO n a nd a protein kin as e
do m ain? T hes equ estions areimporta nt to u nderstandthe
e v ollltion of m llSCle architectu re as w ellas that of
bio m ecbanically activ e elastic proteins. W e ha vepr evi-
o u slydescribeda3000 k Daproteinfou nd in cray丘sbcla w
m uscle(Ma n abe eiall , 1993)I W henthegia ntsarc o m eres
of cray丘sh cla w ope ner m tlS Cle are stretched, passIV e
ten sio nis ge n erated, but thiste nsio nis diminished when
tbe 点bers aretreated mildly with trypslntO digest the
3000 k Da protein. The prese nc e of very thin 丘Ia m e nts
co nn ectingthe Z lin e a ndthethick fila m entare obse rv ed
with an ele ctro n microscope . T he obser v atio ns stro ngly
sⅥggest that the verytbin負1a m e ntfb m ed bythe3000 k Da
pr otein fu n ctio ns si mi larytotitin/co nnectinin v ertebr ate
skeletal m u scle. To u nderstand whether and how the
3000 k Dapr otein w as ableto span asgr eata distan ce as
3.5トLm, W ebeganto sequ e nc ethe CD N Ae n codingthis
pr otein ofthe cray丘sh cla w clos er m uscle,in whichthe
myo点bdls are c o mposeds olely ofgiant sarc o m eres. The
pres ent w ork hasde m o nstrated that the m olec ular m ass
(1960 k Da)c alculated fro mthe entirepredictedsequ e nc e
is m u ch lo w erthanthat(3000 k Da)estim ated by m obility
on SD S-P A G E.
Dtlringthe prese ntstudy a nd whenthe w ork w asnear
c o mpletion, s e v er alrelated papers w erepublished. An
a utoim m u n e s e ru m of a scleroder rn apatie nt stain ed
chro m os o m es of hu m an epithelial c ells and als o
Dros ophila m uscle s arc o m eres, a nd the partial CD N A
sequ e nc efr o m aDl
･
O S OPhila CD N A libr ary w as similarto
that of Igrepeats andthe elastic PE V K do m ain intitin/
c o nn ectin(M achado et all , 1998). The putativeprotein
w as called Dros ophilatitin(D-titin). Subs equ e ntin v esti-
gations o nthe sequence of Dros ophilakettin r ev ealdthat
theIgdo mainsfo und in D
-titin are deriv ed fro mkettin
(Hakeda et al. ,2000;Kolm er er etal. , 2000). Recently,the
e ntire sequ en c e of D -titin hasbee npredicted from the
D ro s ophila ge n o mic databas e:16 215residuesglVlng a
1800 kDapr otein(Zha ngetal. , 2000), a nd 17903residues
with 1900- 2000 kDa(Machado and Andre w, 2000). The
e ntire CD N Aseque nc e ofthe cr ayBsh pr oteinis similarto
but distinctly differe nt fro mthe predicted s equ en ce of
D-titin･ Bothprotein slack regio ns SpeCi丘c to vertebrate
titin/c o n n ectin, e specially the kin as edo m ain and lo ng
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nlyOSiロ
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T
o u nd in bar71aCle ventral m us eZ l be etleleg m uscle and fly
larva nl uSC)einthis study, ､vepropc･se t o e aJ h hes L}disLjn cL
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CrayfI
'
sh I- c o n n e ctin is distin ctfro mtifin/c o n n e ctin
in do m ain stru ctu re s
The kettin reglO nis follow ed by alarge P E V K
-1 do m ain
c o nsiting of a? m any as3364 residu es[an other shorter
P E V K-2 do m ain(1310residues)is positio n ed ne arthe
C-te 血 n us】(FigurelB)I As sho w nin TableI,the?o nte nt
ofproline(P), gluta mic acid(E), v alin e(V)a nd lysln e(K)
is 63.1 % forP E V K-1 and 68.4 % forP E V K-2, which is
so m ewhat lo w ertha nthat(- 70 %) of v ertebr ate titin/
c o n n ectin(Labeita nd Kolm erer, 1995). The V c o ntentis
lo wforP E V K-1 andthe P c o nte ntislo wforP E V K-2. In
thetw oPEV K do m ains, therear ea nu mber ofrepetitiv e
m odules with c o nse nsu s seqne n ces･ Ten70-residu e mod
-
ules areprese ntin P E V K-1(Figure3 C)a nd forty-five17-
r e sidue m odulesin P E V K-2(Figure3 D)･ T he for m er
makes up20 %of P E V K-1 andthelatter m akes up70 %of
P E V K-2. These c o nse ns us sequ en c es are u niqu e and
distinct fro m the 25- to 3 0-r e sidu e m odulesin the
vertebr atetitin/con n ectin P E V K do m ain(Freiburg et al. ,
2000･, Gr e as er, 2001; Gutierrez- Cru z et al. , 2 001). The
pl
･
Olin e c o ntentis 22 % intheP E V K-1 m odule and 8 %in
the P E V K-2 m odule.
Fo11o w lngthe P E V K-1 do m ain, s e v e nIgdo m ain s with
u niqu e Sequ e nC e ar e C O ntlgu O uStO a m oderately sized
spacer-1 c o nsitlng Of 467residu es. No similar s eque n ce
w aslisted inthe E M B L database;this do m ain co ntain s a
large nu mber of bydrophobic a min o acids s uch as valin e
(9.6 %), ala nin e(A;7.9 %) and le ucin e(L; 4.9 %). As
sho w nin TableI, chargeda min o acids acc o u ntfわr31･3 %･
A BC
Ⅰ-⊂onn ec也n
kettin
ヱ8 S
1 8S
F ig. 2. No rthe rnblot teststo dete ctthe e xpressio n of kettin a nd
トc o n n ectin mR NAsin cr ay丘sb cla w clo ser m us cle･(A)Detectio n
of1-c o n n ectin mRNA by probe ainFigurel B.(B)Dete ctio n of
I-c o n n ectin a nd kettin mR N As byprobe bin Figtlrel B. Notethat
kettin w as_e xpre ss ed m u ch m o rethan Ⅰ
-c o nn e ctin･ (C)Detectio n of
kettin mRNA by probe cin FigurelC. 2 8S, vertebrate 28SrR N A;18S,
v e rtebrate18SrRN A.
T he PE V Kco nte ntis38.3 %, a ndthereforethis spacer-1 is
c o nsidered a P E V K-like do m ain .
Next, ther e ar e eight c opleS Of a 7 トresidu e repeat
(FigurelB). This n o velr epe atis rich in threonin e(T;
14.8 %), glutamic acid(E;18.1%)a nd lysin e(K;9･2 %),
andis therefore c alled a T E Krepe at. Se v en repe ats ha ve
51 residues o ut o
'f 71 in c o m m o n(Figure3 A). T he T E K
repe atis c o ntlgu O uStO a V erylarge spa ce ト2 c o mpn slng
1666residu es. A similar s equ e nc e w as n otfou nd in the
E M B L databas e. Itc ontain ed 29 %charged a min o acids,
a ndthe P E V Kc o ntentis c alc ulatedto be 37.8 %. Again,
this n o v elspac er-2,like spac er-1,is aP EV K-likedo m ain.
Tbe lo ng spac er-2 is follo w ed by 41c opleS Of 68-
re sidu e repeats(FigurelB). Fifty-eight ofthe 68amino
acids are c o n serv ed in 29repeats . This n o v el repe at
c o ntains16.0 %se也ne(S), 14.6% gluta mic acid(E),11.7 %
lysin e(K)and 3.9 %aspartic acid(D). Sin c eS, E and K
c o nstitute 41.3 %
,
itis called a S E Krepe at(Figur e3 B).
T he S E Krepeat c ontain s 43･3 % PE V Kand 281 %
hydr ophobic residu es.
A fterthe S E Kr epeat thereis the P E V K-2 do m ain
co nsitlng Of 68.4 % P E V K, follo w ed by 10 Ig a nd 丘v e
丘br on e ctintypeIII(Fn3)do m ain s. Itis notablethat there
are only丘ve Fn3 do m ainsin トc o n n ectin c o mpared with
115 Fn3 do main sin thethick 丘1a m e nトbinding reglO n Of
v ertebr ate titin/co n n e ctin. In addito n, thereis n okin ase
do m ain like that n e arthe C-te min al reglO n Of titinノ
co n n ectln.
Crayfl
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sh I- c o n n e ctin spa n sfro mthe I lin eto the
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'
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a nts a rc o m e re s
Fourkinds ofpolyclo n al antibody (PcKetC, etc･) w ere
obtain ed using ea ch fusio nprotein(KetC, SPl, S P2and
S E K C)as antige n. Figur e4A sho w sS D S-P A G Epatte rn s
of p
'
u ri丘ed rec ombin ant polypeptides c orresponding to
e ach part ofcr ayBsh I
- c o n n e ctin depicted in Figurel B･
The m ole cular m asses(26, 18and 24 k Da)of KetC, SPl
a nd S P2rec o mbin antpeptides estim ated fro m m obilities
dudngS D S-P A G Ew erein agre e m e nt withthos e calc u-
1ated 血･o mthe s equ e nc es･ Ho w e v er,the v aluebasedonthe
m obility of S E K Cpeptide(55 kDa)w as m u ch largerthan
thatc alc ulated(35 038 Da).
Im m u n oblot tests revealed that PcSP 2and PcS E K C
reactedsolely with I-c o n n e ctin ofcr ay丘sh clo ser m us cle
(Figure4 C, lan es4 and 5). Ho w e v er, affinity-puri Bed
PcSP l(Figure4 C, 1a n e3) rea cted not o nly with
I-c o n n e ctin, but also with tw obandslarger and s m aller
tha nprqje ctin. There m aybe u nkn o w npr otein sthatcross-
r e a ctwith PcS Pl in cray丘sh closer m us cle･ PcKetCre acted
with botb トc on n e ctin and kettin (Figure4 C,lan e2).
Im m u n ouor esc en ce observ atio ns uslngthefo urkinds
ofantibodies re v ealdthat KetC a nd SPlarelo cated n ear
TableI. Co nte nts ofs ev eral min o a cid re sidues of v ariotlS regio ns OfI
- c o n n ectin
Regio n/resi du es(%) P E V K Sum D R Chargedresidu es(E ＋ K ＋ D ＋ R)
PE VK-1(3364 a min o a cids)
Spac er
-1(467 amin o acids)
T EK(7 1X 8) (568a min oacids)
Spac er-2(16 6a mino a cids)
SEK(68× 41)(2788 a min o aci ds)
PEVK-2(1310 a min o a cids)
17.3 2 l.4
4.5 1 4.8
7.9 18.1
6.2 1 3.6
6.6 1 4.6
8.1 2 7.9
5.2 19.2 63.1 4.4 5.1 50.1
9.6 9.4 383 2.4 4.7 3 l.3
9.9 9.2 4 5.1 4.1 2.5 3 3.9
9.4 8.6 3 7.8 4.3 2.5 29.0
1 0.4 1 1.7 4 3. 3.9 0.8 31.0
13.2 19.2 6 8.4 2.1 2.8 5 2.0
4 828
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Fig･ 3･ Amin o acidsequ en c es chara cte ristic ofc ray6sh I- c onne ctin.
(A)T E Krepe ats. Cons en sus sequ nc es c on s ervedin m or ethan s ev n
repe ats o utofeightare shaded･(B)SEErepe ats. Co ns ens u s sequ e nc es
conser ved in >29repe ats o utof41 ar e shaded.(C)PE V K-I m odule.
Conse ns us s equ e n ces are >50% c o ns erv ed.(D)P E V K-2 m odule.
Co n se ns us sequ e n ces are asin(C).
the Z lin e, a nd S P2and S E K Carelo cated n e arthe AI
ju nction atrest[sarc o m erele ngth(S L)- 8.0pm], a s sho w n
in Figure5. Upo n stretchto anSLof 12けm ,the distan ce
betw ee n e achepitope(S Pl,SP 2a nd S E K C)andtheZ lin e
incre as ed m arkedly･ Ho w ev er,the epltOPe Of KetC didn ot
m o ve appr eciably, s uggestingthat the N-te min a1540 k Da
kettin reglO nislo c alized within and n earthe Z lin e, as
sho w ninDr o sophila night m us cle(Lakeyetal. ,1993;v an
Stra aten et al.
,
1999). Tolo catethe C-ter min alportio n of
I-c o n n e ctin, a ntibodiesto the C-te r min al Fn3 do m ains
w ere rais ed, but thes e antibodies reacted n ot only with
I-c o n n e ctin but also withpr oJeCtin . Therefore, altho ugh
the a ntibodiesbou ndto the edge ofthe myosin 丘1a m e nt,
w e c o uldn otlo c atethe site o nI-c o n n e ctinthatbindstothe
thick 丘1a m e nt･ Sincelgand Fn3 do m ain s oftitin/c o nn ectin
bind to the 甲yosin fi1a m ent(Labeit etall, 1992), the
C-te rmin alreglO n C O ntai lng10 Iga nd 丘v eFn3do mainsis
v erylikelytobe respo nsibleforthebindingofI-c o n n e ctin
to the thick(myosin)丘1a m ent in cray丘sb cla w m uscle.
These observ atio nsde m o nstrate that the トc o nn ectin
m olecule spansfro mthe Z lin eto the tip Of the thick
別a m e nt.
Tl7re e- qu a rters OftheI- c o n n e ctin m olec uleis
pa s siv ely exte n sible
W hat arethe m echanic al pr operties of this un us u aly
coI℃plex c o mposite sprlng and, m o r e speci丘c ally, ofthe
n ovelseque n ce m otifs w eide ntified here? To dete rmin e
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Fig･ 4･ Re co mb in antpeptides used fo rralSlng antibodies a nd
im m u n oblot tests ofthe re actions ofthe antibodies withcr ay鮎h
claw closer m us clepr otein s.(A)SD S- P AG Epatterns ofptlri 鮎d
re co mbin antpeptides:lan e1, m ole cular w eightm arkers(siz es sho w n
ink Da); lan es2-5, KetC,S Pl,SP 2and S E K Cr ec o mbin antpe ptides
sho w ninFigⅥr el B･ Electr opbor esi w as o nlO% polyac ryla midegels･
(B)SD S-PA GEpatte rn s ofrab bitc ardia c m us cle a nd cray丘sh claw
closer m us cle:lan eI,r abbitc ardiac m u scle;lan e2, cray丘shcla w
closer m us cle･ T/C,titin/c onn e ctin; I-C ,I- c o n n ectin; P,pro)ectirl;K,
ketin;M , myo sinhe avych ain . Ele ctr opho resis w as on 2- 6 %
polyacryla mi degels.(C)Im m u n oblot tests:la n e1, a midob lack stain
ofcr ay且shcla w clo ser m uscle;la nes2-6,tre ated withantibodies
PcKetC,PcSPl,PcSP2, PcS E K CandPc3000 K, respectiv ely.
Electr opbo resi w as o n2 -6 %polyac ryla midegels･
this, w e u s ed bio m echa nic al ass ays together with
sequen ce-spe ci丘c antibodylabeling･ A nu oresc ent stripe
due to binding of e ach antibody to the c oⅢ
･
e spo nding
epitopeintheI-c o n n e ctin m olec ulein situ w a s s e e nin a
halfsarco m ere atrest(8.3トL m): KetC and S Pl, n e a rthe
Z lin e; and SP2and SE K C, n e arthe AIju n ctio n r egio n
(Figure5). T hese observ atio nspro vide importantinfor-
m ation o nthe physiological state and lo c aliz atio n of
se v er al do m ains of I-c o n n e ctinin the glantSarCO m ere at
rest･ First, it appear sthat the 540 kDa kettin l
･
eg10 nis
loc alized within and n earthe Z lin e. Sec o ndly, thelo ng
PEVK-1 dom ain is completely contractedjudgingfro m
theloc ation ofSPl ne arthe Zline. Thirdly, theloc aliz a-
tio nofbothSP 2andSE KC at theAIjunction suggeststhat
both the S E Krepeats and the P E V K-2 do m ain are als o
highly co ntracted.
To deter mine the eBltenSibility of the I-co n nectin
m olec ule
,
clos er m uscle 丘bers w ere stretchedto variou s
e xtents andthe dista nc ebetw ee n each flu orescentstripe
andthe Z lin e w as m eas ured(Figure6B). The distan ce
betw ee n e ach epitope calc ulated fr o mFigul
･e6 B is sho w n
in Figure6 C. The dista nc ebetw ee nSPl a ndthe Zline
beca m egreater(0.5 -1.5トLm) whe nthe S Lw as elongated
fro m8.3to 12トt m･ T hes e changes w eredu epri m arilyto
e xtensibilityofthePE V K-1 do m ain. T hedistan c ebetw e en
SP 2orSE K Ca ndthe Z lin ebec a m epr ogressiv elygreatel
･
duringthe stretchofs arc o m eres:f o m0.6to2.3pm(SP2),
a nd fro m0.6to 2.8 pm (SE K C). A t the sa m etim e, the
distan cefr o mS P2to SE K C(S E Krepeats)w asincre ased
fro mO･02to 0.6 um whenthe SL w as elo ngated. This
reglO n W asthe m ost resista nt to e xte nsioll, a nd the
relatio nshipbetw e enthele ngthofthe reg10 n a nd the S L
w as similartothatbetw ee npassiv ete nsion ge neratio n a nd
the SL(seeFigure7 A). The dista ncebtw e e nKetC a nd
SPl (P E V K-1) w as o nly 0.1 けm at rest le ngth;this
48 29
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Fig. 5. lmm u n oflu or esc en c e micro sc opic obs erv atio ns ofgiant
sarc o m er es ofcrayfish cla w closer m u scle uslng antis era ag in st
r ec o mbin antpeptides ofcr ayfishI-c o n n e ctin.(A and B)Tr eated with
PcKetC: s arcom erelength(SL),(A)9.2トLm;(B)ll.8トL m.(C and
D)Tre atedwithPcSPl:SL,(C)8.7LLm;(D)ll.8トL m.(E and
F)Tre ated with PcSP 2:SL,(E)8.9トL m;(F)12.0 pm . (G and
t[)Treated with PcS E K C:SL,(G)8.5ト1 m;(H)12.0トL m. Up pe r, phas e
-
c o ntrast im age;lo w er, 且u ores ce n ceim age. Arro whe adsindic atethe Z
line. Bar, 10トI m.
e xte nded re m arkablyto 0.8トLm at an SL of llトL m and
reached aplate au(1トtm)atanS Lof -1 2um . Thedistan ce
betw e enSP land SP 2(fr o m spa cer-1thr o ugh T E Krepe ats
to spac er-2) w asdistin ct 丘
.
o m the other regio ns:it w as
already e xte ndedto 0.5什m atrestlength, a nd elongated
appreciablyto0.8什m atanS Lof 12叶m . Betw e enS Ls of
8 and 12 トL m, the P E V K-1 do m ain(KetC-S Pl) w as m ost
extensible(- 1卜m).
T bes e m e as ure m e nts cl arly sho wthat appr o xim ately
three-qu arters oftheII C O n neCtin m olecule(fro mP EV K-1
to PEV K-2)is e xtensible when myo点brils arestretched.
Ge n eratio n ofpa ssl
'
v ete n sio nby crayfl
'
sh
I-c o n n e ctin
Passiv e ten sio n ge n eration by cray鮎h cla w clos er
myo丘brils w as m e as ured at variollS Ls (Figure7A).
Skin n ed 丘bers ofcray丘sb
with restlengths ranging
a verage of 8.3 ± 0.13
e xte nsio n of 丘bers upto
closer m uscle had sarc o m eres
fro m7.5 to 9 3pm , with an
pm for 22 丘bers. M oder ate
lOトL m SL de v eloped a s m all
passiv etensio nthatrapidlyde cayedto a steadyle vel. T he
gre aterten sio ngen erated insta ntly byfurther e xte nsio n
dec ayedrapidlyandthe n m ore slo wly. T her efore, a steady
lev elw as estim ated 丘o m an expo n ential de c ayc urve. The
res ults sho w nin Fignre7Aarein go od agree m e nt with
thos e obtained forcr ayfish ope ner m uscle(M anabe etal･ ,
1993).
The e拝ect of io nic stre ngth o nthe passiv etensio n
of skin n ed 丘bers w as observed to r ev e al possible
48 30
c o ntri butio ns ofele ctro staticinteractio nsintheI- c o n n e c_
tin m olec ule. Te nsio ndev elopm e ntin cre as ed when ionic
stre ngth w aslo w ered fro m0.15to 0.02, but the e xte nt
v ariedgre atly depe nding upo nthe S L(Figure7B). The
e触 ct w as m o st m arked at a nS Lof 9.5 トLm(an -5 0 %
incre as e)and w asless atlo ngerS Ls:25 %at10.5トL m a nd
lO %at12.5 pm . T hes e res ults s uggest that ele ctr ostatic
interactio ns c o ntribute slgnifica ntlytothe elasticity Ofthe
PE V K-I do m ain(KetC-SPl), but n ot ofthe S E Krepeat
do m ain(SP 2-S E K C).
Ne xt
,
the effect of io nic stre ngth onfiber stiffn ess w as
in v estlgatedto de m o nstrate the electro static c o ntributio n
to the visc o uspart ofpassiv ete nsio n. Figu re7 Csho w s
丘ber stiffn ess m e as ured aste nsio nin r espo ns eto 20 Hz
sin us oidal le ngthperturbatio n s. T he sti 他IeSSde c re a s ed
m arkedly(50 %) ar ou ndsla ck le ngth(S L, 8.5Ll m), Whe n
the io nic str ength w asin cre ased fro m 0.02to 0.15
(Figure7C). In co ntr ast, stiffnessdecr eased o nlyby10 %
at an S L of 12.5 トm . The vis co elastlClty that w as
insensitive to ionic str engthbe ca m edo min a ntin fi bers
e xte nded beyo nd 10.5けm .
In v e rtebrate e o n n e ctin o c c u rsin a rthropod striated
m u s cle s
Is the giantProt ein and its specific m odules w eide nti丘ed
in cray丘sh a m ere oddity, or rather a n ev olutio n ary
achie ve m ent of broad distributio nin in vertebrate? T he
speciesdistributio n of トc o n n ectin w as sho w nby im
-
m u n oblottests vith s ev eraltypes of in vertebrate striated
m uscle, u s lng antibody to the S E K CreglO n Of cray丘sh
トc o n ne ctin . As sho w nin Figure 8, - 3000 k Da bands in
ba rn a cle ve ntral m us cle, be etleleg m uscle a nd flylarv a
m u scle cle arly re acted with PcS E K C. T he SLs ofthese
m uscles w er e5-7 LLm (Ohtani et al. , 1996). I- c on ne c tin
w a s alsoprese ntin crabcla w and leg m u scles, a nd in other
inse ctleg m us cles(grasshopper a nd bu mblebe e)(data n ot
sho w n). T herefore, I-c o n n e ctin is widely distri buted in
artbr opod m uscles with lo ngs arc o m eres.
Dis c u s sio n
lnthegla ntS arC O m er e Ofcray丘sbcla w clos er m u scleinthe
restlng State, the S Lre aches 813LLm ･ The width oftheI
ba ndis - 1.2pm and canbein creasedto3.5um whenthe
m uscle 丘beris str etched alm o st m axim allyto anS Lof
13um(the A band width is a c o nsta nt6トLm)･ T her efore,if
ther eis atitin/co n n ectin ho m ologin the gl礼ntSarC O m ere,
its e xtensible r egio ninthel band m ustr angefro m1.2to
3.5トL m. T he pr es entstudyhas cle arly de m o nstratedthat
this is the c ase. T he lo caliz ation a nd the differing
e xte nsibility of v ario us reglO nS Of I- co n n e ctin in the
glantSarC O m ereare S u m mariz edschematic alyin Figure9.
The C-te min al 180 k Da reglO n C Ontain lnglg a nd Fn3
do m ains
,
which is - 60n m (4 × 15n m)long,is thought to
beloc ated o nthetip ofthethick 丘1a m e nt. In the cr ayfish
cla w m us cle s arc o m ere, prqje ctin, a t witcbin- , titin/
c o n n ectin -r elated pr otein (cf. Be nia n et al. , 1999), is
loc alizedo nthethick 丘1a m e nt, exc eptforits c e ntr alreglO n
(Hu et al. , 1990; M an abe et al. , 1993). Itislikely that
proJe Ctin binds tothe C
-te r minal Ig and Fn3 do m ains of
IIC O n n e Ctin sin c eproje Ctinis rich inIg a nd Fn3 do m ains
(Daley et al. , 1998), r e s ulting in stabilzatio n of
I-c o n n e ctin bindingto the thick 丘1a m e nt･ Itis w orthy of
kettln
r egion
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Fig1 6･ Exle n5ibility ofv a n o u sTeglODSOfthe eray鮎h トc o n ne c(in lT10)et
.
ule Hnking the ZJin eand lhL
, A ba nd--AIPo iゝlil-n - I-the four epltOI氾 ゝin lhe
entiresequ e n ce OfI-eo n necLi口･ (J})C haJlgeSinthedistan c ebetwe en e a 亡h 印itL,PC a nd lhL. Zl加 ati□cre aiゝ'lg S L Cr o←ゝ亡←･ KFLCこ 叩 e nLircle､･ SP l･1
ope n Squa,es. SP?_: ope n rrl a nきIes, SET( C.(C)C haTlge5ir) thedis urtce belw ce n ea ch ep･L opc ilt加 re ユくI ngS L
T10tethatproJeCtir) retrac-ed to (he Z lin etogether wiLh
I-c o n nec血 when c rayfish claw myofibrls wer etre ated
with O
･6 ” K ho diss olve myosin and ae tin fila me n(5
( Ma nabe etL7L 193‾).
The a m o unt of トc o nTleCtin is or)ly a terlth or less
(he a m ount of keltin a nd is likely tobe less than o ne-
thjrd the a m o ur)I of titinJco r[ne c lin in rabbit skeletal
rrluS Cle ･ The fine stru ct ure of the きia nlsar cO r ne re Of
crayfish elaw m u sele (open er arid clos erJ is m ore
disorganiz ed than that of v e rt ebrate skeletal rnusde.
e･g･ the A [ju nctio nis n ot alw ays o rdered in the s a m e
sarcoロ1 eT eS(Cf･ Go vind. 1985). This Ta仙er irregular
assem bly or the glarll s a r e o mer e m ay be dLle (Oa
s mal一 Tlu m ber or I-e o n n ecl
l
L n Rla m e nts supporting the
sar co m ere sLru e t u r e
.
while a larger a m o u nt of kellirl
m a)
. m aiTltahl the Z lirle S【r uc( ”re.
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F ig. 7.(A)T he r elationshipbetw e e npassiv eten sion ands ar c o m ere
length･ Horizontaland v ertic al bars attachedto e ach symbolindicate
the standarderror of m e an s a ndthe n u mber ofm e asur e m ents.
(B)Tr aces ofpassiv eten sio n sho wing a rev ersible effect of ionic
stre ngthSar co m erele ngth(SI･)is sho w n o ntheleft in micr
.
o m eters･
T he dotted lin esindic atethe changesintheinc Ⅵbating solutl On,the
io nic str engthofwhich is sho w nbythe v ertic aln u mbers･ B D M
(20m M)w as ad ded tothe s olutio ndtIringtheperiodsho w rlby the
r ectangle･ T he cro ss
- e ctio n alarea ofthe丘berw as40000･3 3000,
76000and 56000pm
2forthetr ac es atS Lof12･5,1015,9･5 and
8.5pm , respe ctiv ely.(C)Representativ etrac es ofte nsio n o scillatio nin
respons eto 20 Hz sin us oid al 1e ngthperturbatio n of2% 丘berle ngth
a mplitude･Io nic strengthis sho w n o nthelefta nd SLis sho w nbelo w
thetra cesin micr o m eters. Forthe tra ces atSL 12.5トL m,thos e obtained
intheprese nc e of 20 m M BD M w ere superimpos ed onthelast thr e
-
qu arters ofthetra cesinthe abs en ce of B D Mat io nic stre ngth O･02 a nd
o.o6. Al the tra cesin the figu re w er e obtain edfr o m a spe cim e n with
17000トLTn
2 cro ss- se ctio n alar e a･
Seque n ce a nd exte n sibI
'
ify oferayfl
'
sh I- c on n e ct(
'
n
M an abe et al. (1993) estim ated the rn olec ular m ass of
cray鮎h トco n n ectin to be 3000 k Da based o n m obility
duringS D S- P A G E, which is similarto that of vertebrate
titin/c o n ne ctin . Ho w e v er, the c alc ulated v aluefro mthe
e ntire CD N A is 1960 kDa, in agre e m e nt with that of
Drosophila titin [1800 kDa (Zhang et all , 2000) and
1900-2000 kDa(M acbado a nd Andr e w, 2000)]predicted
fro mthe gepo mic sequ en ce･ In vie w ofthelarge discrep
-
a ncybetw ee nthe values ofm obility
-based m olec ular m ass
4 83 2
ト
A
1 2
B C
1 2 1 2
Fig. 8. Im m u n oblot detectiorl Of in v ertebrate co n n e ctin(トc o n n ectin)in
s e v er alarthropodstriated m uscles･ SDS- P AG Ew as ca血edo utuslng
2.3-4 %polyac rylamidegels .(A)Bar n acle(Dolichopus m
'
ti dus)v entral
m u scle;(追)beetle(Allo myrina dichoto m a)leg m us cle;(C).且y
(Calipho rala ta)larv a m u scle. La n el, a midob la ckstain;lan e2,
tre atedwith PcSE KC(cf. Figurel B). I
-C,I- co n ne ctin;P, proje ctin;
K, kettin; M, myosin he avy chain･
(55 k Da)a ndthe c alc ulated chain w eight(35 038 Da)of
rec o mbin ant S E Kr epe ats (cf. Figure4A, la n e5), the
m olec ular m ass of crayfish I- c o n n e ctin bas ed o nthe
m obilityinS D S-P A G Eappe arstobe m u chlargertha n the
v alu epr edicted 丘o mthe sequ en ce･ This s consiste nt with
the report that thepredicted m olec ular w eight(51 467 Da)
ofa rec o mbin a ntP E V Kpeptide(469residu es)of hu m an
fetalskeletal m uscletitin/c on nectinis m uch s m allerthan
the m obility-based m olec ular m ass(86 kDa) (Gutierrez-
Cru z et al. , 20 01). I-c o n n e ctin c o ntainstw olo ng P E V K
do m ains.
Tbe size of トc on n ectin is tw o-thirds that of titin/
con n ectin a ndyetitc an spa n adista nc e aslo ngas3･5トLm･
In?ddito n,theN
-ter min al kettin regio n(540 kDa)andthe
C-te r min al Ig and Fn3 do main s(- 180 k Da)ar etho ught to
be m ostin e xten sible. Hen c ethe other -12 00 k Daportio n
is expectedto c ov eradistanc e of
- 3･5LL m･ T hisispossible
ifs o m e10 000a min o a cidresidu es are stretched to a
m axim u m eBltent(0 3 8n m X 10 000I 3･8卜m)･ Notethat
titin/c on ectin c o nsists of … 90 % Iga nd Fn3 do mains, a nd
- 10 %exte nsible region s(P E V Kand N2-B do m ains)･
P EVK-1(KetC-S Pl, - 3364residues)is progressiv ely
extensible uptolけm When s arc om eres ar e str tched fr o m
8to 12pm of S L･ Thisis within the calc ulated c o nto ur
le ngth of 1.3 pm . Thetw o spacers a nd eight T EK r epeats
(S P トS P2, - 2350residu es, c o nto urle ngth O･9トL m) are
c onsider ably e xtended atrestandare elo ngatedto a s mall
e xte ntupto anS Lof 12um ･ The distan c eSP l- SP2ata n
SL of 12pm isO･8トL m, Which is c o mpar able withO･9pm
c o ntourlength. The SE Krepe ats (41 × 68residu es;
c o ntourlength 1.06けm) are exte nded fr o m O･02to
>0･6トL m Whe nthe S L is stretched fr o m8･Oto 12･6pm ･
PE V K-2 (1310r esidue s; co nto urle ngth, 0.5 um) is
e xtensible from 0.2 to 0.4 pm whe n stretched from an
S Lof 8to 12トLm .
T he above obser vation s stro ngly s uggest that the
exten sible reglO nS Ofcray鮎h I-c onn e ctin c anbe e xtended
alm osto thelimit oftheir c ontourle ngths. Ex a min atio ns
ofthe s eque n c es ofe ach exte nsible reglO nindic atedthat
there are clusters of charged a min o acids, e specially
gluta mic acid(E)andlysine(K), a sin theP E VK do m ain
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hu m a n titin/c o n n e{ tin (Labeil arld Kolm erer. 1 9 5).
T he e o nterltSOrP E V Ka ndcharged arnin o ileids,induding
aspartic acid(D)a nd ar邑I nin e(R). ar etiltedinTablel･ The
charged amin oa cids a ccou nlfor 501) % in PEVK
- J and
5 1 0 % in P EVK/ )_ . T he co ntents ol
'
charged a nlin o acids
ra ngedfro n12 9･O Lo 33･9 % in spac er-I a nd -2. a nd TE E
a nd S E Krepe ats･ T he en tire e Rte nSible regL O n(10 935
residu es; c ont ou rle ngth
- 4, ‥l m)is nlade up or 38･9 %
charged amino acids. T heseFaelS S uggestthat electro statiぐ
jr)tera etjo nste nd toletI- c o n rl e C(in retr act al rest andthat
e xte mal fo rce s c o u n t e r a ct these to e xt ndthepolypeptide
chain ･ Eyide n c eforthis a5 S u mPtJ Onisthat aEIiJ Crea 5 ein
iotlic stre rLgtb re sulted in adecre asein passive I
-
o r c c of
erayLうsh el°.qer Rbersge n eraled byslr etch･ Thede creasein
te nsio n各e n eratiorL by a nirlC r e a S ein ionic str ength
w a s
m a rked in the PE V K-I dom airl. butless s oin the SE K
repe atdo m ain (Figure7 8a nd C)･ T husl the te nsio n
gener atio n vヽas n ot e xplain ed er)(jreJy by electros(abc
inter actiorL ,ゝ SuggeStlng thathydrophobic arLd hydroge n
-
bo ndingjn(era clion sa r e alsoinv o]ved･ EnlrOPle aS W ella s
enthaLpI C eLasliclty. aS propo sed fo rthe ve rt ebra(e P EV K
dom ain (cr. Linke, 200 0). ap pe ar Lo be inv olved in the
re v e rsible e xten sibility a nd ten sion ge n e ratio n in
[- co nne c tjn of Lhe gia nt s ale O n-ere Of crayljst- da≠
m tlS亡Ie . I(isimporlarLl to dele mline tl-e three-dim e nsio n al
ドIr uclureoi
一
the ex tetlSibLe regl()n H )r c
.t
'
aylish 亡OnnC C li1
us mg bacLerjaJ)y c叩 r e S Cdpolypeplidcト･
Rec en lLy. the m odutaf r epe als c o n si､Itng oL
l
ユ5130
(a v cragc 28Jresiduesjn the hu[naTl lilin/con nec
l
lin PEVK
do maiTlhavebeell r ePO rlc･d(Freibur8eL a′l , 200 0
'
. Gr ca s c r.
2001こ Gu(ierre z- Cru z claI. . 200)J. W c analyzed t w o
PEV Kdom ain seqqe n c es oil-co n n 亡Clin a nd ro unddi㍍liRCl
rr)odu】e㌔irlbotll dいrr)iLns (Figu r e3 Cil nd D)･ Ten 7O-
r eゝidue rnく1duleゝ w ere distn buLedthr ougho utthe w bolc oI
PEV K-I (2()% or the do main). For ty
-月ve 】7-relqiduLJ
m odules in tande m oc c upied the N -te mil- al reglO r- ,t
'
PE V K-2(70% orthe do main), ln Dr o.†(,”/Li/El tilin . there
at
･
e sev e n45- to 501 re Sidue modulesin tande m in the
N-te r min山 reg)o n of P E Vt(
-), a nd there lir eLbur c orl-
servcd 7 I- r e sidue modulesin La nde l lin lbc N-terT nin aL
reglOn Or PEVK12 (Machado eI EI L ･ 199 8: this study)I
su rpn sl ngly. thereiゝ no simila n ly l n Si-L e Or S eque nce
betw e e n the titin/eonr)e c tin PE V Kand these PE VK
m odule s. Gu lierTe Z- Cr u-(_eta(.(200り sho wcdLlle Presence
o( a polyproline” heJix in the P EVK m oduJeゝ p =iLifL
/
co tl n e etin . llis ∩(1L c e rt ain whel一e rLhiゝ sLrtl Cl ur e く1C e u rヽin
亡r ay鮎h1
- c onne c LiTI Orin Dr()･ m phL
'
l(Ililin･
The 6 8-r e sidueS E Krepe alis nl airLly rc叩O n ､ible ibI
･
pas sive le R Sion ge □e raLio nin crayfish c
･1o s e rll-u S CI亡 ･ T he
re co mbirLa n【 PePLide i← ←llO ､∇n t O い一帖i～t of 4 0150
E7,
4 S33
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β-sheet
.
and 20 %β-turn, s uggesting aβ-barr el stru cture
fro m clrCulal･ dichroic spectra(data n ot show n)･ This
impliesa rather c o mpactstr u ctureforthese repe ats and
suggeststhatu nlikeintitin/c o n nectin, do m ain unfoldingln
I-c o n n e ctin might be a m ajor m echanis m fo rte nsio n
gen er ation oftheprotein ･
CrayfI
'
sh I-c o n n e ctin is aDr o s ophL
'
Ia titl
'
n
ho m ologu e
TheD-titin(-2000 k Da)s equ e nc ehasbe e npredicted fro m
the ge n o mic sequ en ce ofthe third ch∫o mos om e at62 C
-2
(Machado a nd Andre w, 2000;Zhang et all , 20 00)･ The
N-te r min al kettin regl On,tw olo ngP EVKdo m ains a ndthe
C-t er min alIga nd Fn3 do mains are c o m m o nto D
-titin and
crayfish I-c o n n e ctin･ Als o,the pl
･
Otein kinas edo m ain and
A ba ndspa n nlng myOSin
-bindingreglOn are abse ntin both
protein s･ Ho w ev er, the SEK a nd T E Krepe ats arelacking
in D-titin. Fu rther more,thetw okinds of P E V Km odulesin
II C O n ne Ctin are n otlikethos ein D-titin. T herefor e, thetw o
protein s ar e closely related but di 胞re nt･ M utants in
the D -titin gen e sho w defects in sarc o m ereasse mbly
(M achado and Andre w, 2000;Zha nget al･ , 200)･ D -titin
w as sho w nto be loc ated in Dros ophila flight m u scle
s arc o m er es. Inthe regular size ofsarc o m er es(- 3･4トLm at
rest),the D-titin m ustbelargelyc o ntracted. M achado and
Andre w(2000)e mphasizedthe r ole of D-titinin c o mpac-
tion ofcbrom os o m es･ The glantprOtein s, v ertebr atetitin/
co n nectin, in v ertebrate c on n ectin and D-titin, illustrate
biodiv ersityln elastic stm cture and fu n ctio n･
Using the antibodytothe characteristic S E K do m ain,it
is sho w n也atトc on n e ctinis widelydistd buted in artbropod
striated m us cles:in sectleg and lar val m uscles, c r ayfish
a ndcrab cla w m u scles, a nd bam acle ve ntl
･
al m uscle. Itis
interestlngthat theS Ls ofthese myo丘bri1s atrestarefairly
lo ng(5-8トL m). This pr otein has a stru cturedistin ctfro m
that ofv ertebrate titin/c on n ectin, a nd c o n n ects the thick
fila m ent to the Z lin ein the long s arc o m er es of o m e
in v ertebrate striated m uscles. He nc e w epropos eto c all
thisproteinin v ertebrate c on n ectin(I- c o n n e ctin)I Sin cethe
fu n ctio n ofthe giantProtein w edescl
-ibe hereis alm ost
e xclusiv ely a m echanic al on e, c o n n ectlng the thin and
thick fila m entsin an elasticfashio n, w efeelthat theter m
I-c o n n e ctin is m ost appropriate, a nd s ets it adequ ately
apart 丘
･
o m the functio n aly and stru ctur ally distin ct
vertebratetitin/conn e ctin.
M ate rials a nd m ethods
D N Aclo ning a nds equ e n cing
Total R N Aw aspr epar edfro m cr ayfish claw clos er rn u scle u sing T RIzol
reagent(Gibc o- B R L)andpoly(A)RNA w aspuri&edfro m theto tal R N A
usingaDyn abeads Oligo(d T)25m R N APuriBc atio nkit(Dyn al)folowing
the m a nufa ctu rer
'
s in stru ctio n m a n u al. CD N Aw as synthesized fro m
poly(A)RNA prim edwith oligo(dT)o r r ando mhex a m eric prim er u sing
Superscript
T 班ⅠIRNaseH
-
re v ers etra ns criptas e(Gibc o
- B R L)･ T he CD N A
fr agm ents w ereligated to九Z A P IIe x･pressio n v ect or ar m s u sl ng a九Z A P
IIPredigested Vectorkit(Str atage n e). a ndi7” itro packaginginto phage
particles w as c arried o ut uslng Gigapack Ill Gold Packaging Extr act
(stratage n e). The CDNA libr ary w as s cre en ed with polyclon al antibody
pc3000K (Ma n abe et aZ., 1993). T hepositiv e clon eN 23 w as us ed as a
CDNA probe;5
′
a nd3
′
ter min us-dire ctedclon esw ereis olated bystandard
CDNA hybridization scre enl ngOfthe CDNA library･ T he clon eH E A 5w as
obtain ed by R T
- PCR follo wing a m Od述c atio n ofthe m a n ufa cturer
'
s
instru ction m a n u al(TaKaRaLATaq
TM
polym eras e;TaKaRa)usingapair
of prim ers,.repA 5
'
: A A G G C T ACA CTCA TGTA TCA A (D D BJ/
E M B L/ Ge nBa nk ac cessio nNo. A B O55861,34 487- 3 4 5 08)and P E A N
4834
3
′
: TGA TCA T C AC CTCT T C A G TA C(DD BJ/EM B L/GenBank a cc es-
sionNo. ABO586 1in the op posite directio n,4 3 868+13 8 8 9)･ A ll the
cD NAs sho w nin Figur el A w ere sequ en c edin bothstra nds withan
A L Fe xpressDNA autos eque n cel
･
(Am ersba m P har m acia), using a
Ther m oSequ e n ase Flu or esc ent labeled pn m e r cyle s equ e n clng kit
(7-de a za-dGT Pand T3, T 7prim er). Seque n ce a n alysis a nd ho m olog y
searchw ere perfor m ed m ainly witha Gen etyx Ma c v ersio nl O･0(S D C,
Japa n) a nd Gen o m eN t W W s erv erSequ e nc eSimilarity Se arch
(B L A ST).
No rthe rnblotfl
'
ng
Cr ay丘shclo ser m us cleto tal R N Aw aspreparedasdesc ribedabo v e･ R N A
w as s eparated in aform aldehyde
-0･8 %agar os egeland tra nsferredo nto a
Hybond
-N' m e mbr an e(A m ersh am P har m acia)asdescribed(Endo a nd
Nadal- Gin ard,1 9 8 7).The cD NAs show nin Figur el Ba ndCw ere u sedas
a probe･ Labeling, hybd dizatio n and detectio n w er ep 血 r m ed using
the A lkPbos Direct Labeling a nd Detectio n Syste m withCD P
-Star
(Am ersha mPhar m acia)follo wing the m an ufactur er
'
s m a n u al･
Re co mbin a nfproteI
'
n e xpre s sio n andpurifI
.
C atio n
Each CDNA c on str uct w as a mpli丘ed by P C R fro mpB lue script S K∴
T he PC Rpr odu cts w ere clo ned int opGE X 6P
-l v ector(Am el
-
Sha m
P har m acia). T he s oluble re co mbin antproteins tagged withglu tathio n eS-
tr ansferase(GST)attheirN -ter mini were expre ssedin Es cherichia colt
BL21[D E3] pLysS and then the bacteda w erell arV eSt d by
ce ntrifugation. Pellets w ere s uspended with R buffer(140m M NaCl,
2.7 m M KCl, 10 mM Na2H PO4,1.8 mM K H2P O4 pH 7.4)ands o nicated
(TO MY U R1 20 P, output 1.5, 30 s, twice)･ A fter c entrifugation,
stJPe m atantS C O ntalnlngthe soluble re co mbin antprotein w erein c ubated
withglutatb ione
-Sepharo se4B(A m ersha mPhar macia)andthe resin w as
w ashed twic ein R buffer. T he G ST tag at the N-termini of the
rec o mb in 皿t pr Oteins w as cleav ed off by PreScissio n
T M Prote ase
(Am ersha m P har m a cia)in Cbuffer(50mM Tris- HCIpH 7･0,1 5 0m M
NaCl, I mM E D TA, 1 mM dithiot reitol). Fin ally, the resirl W as
c e ntrifuged to obtainthe r ec o mbin a ntpr oteinin the s upe rn at ant･ PuriBed
proteins w ere s叫 ectedt oSDS- P A G E･
lm m u n oblofs
sa mplesin SDS w ere electr opbores ed on polya cryla mide gels a nd
tr ansferr ed to a nitr oc ellulo se she et. Thesheetw astre atedwitha ntibodies
to e achre c o mbin antprotein andthebo u nda ntibodie s w eredte cted by
tr eatm e ntwith hors eradishpero xidase- c o njugated anti- rab bitlg(Dako)･
Jm m un ofJu o re s c e n c e mic ro s c opy
IIC O n n eCtin rec o mbin antpeptides w er eInje cted into rabbitstogether with
Fre u nd'sin c o mplete adju v ant. Each a ntlge n W asC OtlPed to AfB-Gel 10
o r15(Bio- Rad) and specinc antibodies w?re pu ri 丘ed by af缶nity
chr o m at ography･ Im m u n o8u ore scen eobserv atio n s W ere C arried o ut as
des cribed(M a n abe etal. , 1 9 9 3);Leitz Ortholax-2 a nd ZeissAxioskop2
flu ores c en c e micro sc opes w ere us ed･ T hephas e- c o ntr ast and且u ores ce nt
im ages w e re re co rded at v ario usSLs･ T he a ntibody epltOpe Spa Cl ng
acros sthe M lin ein a s arc o m ere w as m e asu red with im age an alysュs
s oftw are(Kodak DigitalScien c el D)a ndthed ista n c e(SL - the epitope
spacing)w asdivided bytw oto ob taintheZ lin e
- epitopedistan c ein ahalf
s arcom ere. T he dista nc ebetw e enthe epltOpe a nd the A Ijunctio n w as
c alc ulated fr o mthe epltOpeSPa Clng Within a s ar c o m ere usingthe Aba nd
widthof 6um .
Te n sio n a nd stiffn e s s m e a su re m e nfs
skin n ed丘bers w ereprepared m echanicallyin sta ndardr ela又1ngSOlutio n
[26.1 lm M CH3S O3K, 5 .66m M (CH3SO3)2Mg, 4･36 m M Na2A T P,
1 0m M cre atin epbospbate, 1 0m M E G T A,1 mM phenylm ethylsulfbnyl
flu oride(P M S F), 0.5 m M le upeptin a nd 2 0m M PI P ES(pH 7･O at5
oC)]･
Intern al m e mbra n o us str u ctu res w eredisrupted with O･5 %Trito nX -1 0
for15 mュn.
Te nsio n andstiffn ess w er e m ea su red asdes cri bed by Ya m agu chiand
Take m ori(200 1)ex c eptthat the stif 血e ss w as m e as u red by2 0 Hz and2%
6berle ngth sin us oi dal oscillatio n s･ T he effe ct of io nic str ength w as
studied in rela xlngS Olution s of O･2 0,0･15,0･0 6a nd O･0 2 io nic str ength:in
ad ditio nto acom m o n mixtur e of 2m M EGT A, 1 m M P MSF,0.5 m M
le upeptin and 2m M PI P E S(pH 7･O at5
oC),the s olutio n of O･2 0/0･ 2 ionic
strength c o ntain ed 1 7 9/0 mM C H3S O3K, 2･0 2/2･O lm M (CH3S O3)2Mg
a nd 1.2 1/1.4 9m M Na2A T P･ T he s olutio ns of O･2 0a ndO･0 2 io nic stre ngth
w ere mix ed to attain 0.15 a nd 0.06ionic stre ngth. In so m e solutio ns,
2 0m M 2,3-but an edio n e
.
m o n o 又im e(BD M) w as us edt o e ns urethatthe
te nsio n w aspassivete n sion(H igu ch iand Take m o ri, 1 9 8 9)I
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The high m ole cular w eight pr otein co n n ectin(also
called titin)in Japan e s e c o m m o n squid(Toda rodes
pac IPcu s) m a ntle m uscle w aside ntiGed by w este rn
blotting a n alysis wi th 3B9, the m ou se a nti･chicke n
skeletal m lSCle co n m ectin m o n oclo n al antibody. Simi･
1arly to ve rtebrate sa mples, there exists c on n ectin in
in v ertebr ate squid m antle m u s cle, a nd the amino acid
s equ e n ces ar e ass umedto rese mblethosepresentint he
A band ofve rtebrate con ne ctin
,jlldgingbythespeci点c-
ity of 3B 9. M ore o ver, the c on ne ctin in squi d m uscle
mlgr ated inthis study as a clos ely spaced do ublet ofa
a ndβ(titinsI a nd 2). Betw een5 and7h post- m o rte m,
the S D S P A G Epattern s of the squidsa mpleindic ated a
cha nge ofthe doublet bands into a singleP･ c o n n e ctin
b and. Sim ulta ne ou sly, the rheologicalpr operties ofthe
squidm uscle cha ngedsubstantially. T hisdegradatio n of
α ･ c o n n e ct in intoβ･con n e ctin in the m uscle ca nexplain
the criticalcha nge that occ ur sdtLringthe post･ m o rte m
te nderi2:ation ofsquidm u s cle.
Key w ords: co n n ectin (titin); squidm uscle;rheological
prope rty;post
- m orte m st o r age;inv ertebrate
m uscle
Se veral studies hav ebe en m ade of post- m orte m
bio cbe mic al changesdue to m eat te nderiz atio nduring
c o nditio nlng･ So m ete xturalfactors ared pe nde nto nthe
n etw ork ofcr oss-linked pr oteinsdu eto intern alc ohe-
siv e ness, o a ny cha nge in high m olec ular w eight
c o nstru ctiv eproteinsis likely to affe ct te幻 uralpr oper-
ties. Co n n ectin(als o c alledtitin)isbelie vedtobe su ch a
high m olec ular weightprotein in v olved in m eat te nder-
iz ation･1) co n nectin is an elastic protein tbat
･ w as 丘rst
fo u nd in vertebrate skeletalm us cle c on nectingthe Zlin e
with the myosin 丘1a m ents ･
2
,
3) conn e ctin is e asily
disintegrated by pr otein as es,
4) and a decre a s einins oln -
ble c o n nectin is tho ught to affect the tenderizatio n of
過A
bothbeef5) and fish･6･7)Itis als oimporta nt to clarify
qualitativ e changesin c o nn ectin stru ctureduring post-
m o rte m storage, since c o nn e ctin m lgrateS aS a Clos ely
spac ed doublet ofα a ndβ(also c alledtitins1 and 2).
Protein ba nds min utely e x a min ed by S DS P AGE
S-10)
have sho w nthat,in very 血
･
e sh m uscle, the a m o n ntofα -
c o n n e ctin w asgreatertha nthat ofβ-c o n n e ctin, but that
β-c o n n e ctin w as cle av ed fr o m α-c o n n e ctin during
storage and myo丘brilpreparatio n･
1 ト13)
Im m u nohisto che mic alstudies ofα - andβ- co n n e ctin
uslng antibodies ha ve suggested the loc ation and
fu nctionby which co n ne ctin affects the elastlClty ln
m us cle s ar co m eres.14
-17)
Asfor c on n ectin-like pr otein in in v ertebrates, Hu et
αJ. r eported thatthere w as ab nd of bigb m olec ular
protein w orkingby S D S P A G E･
18) T he properties of
co n n ectin-r elated pr oteins in in v ertebrate m uscle have
als obe e n studied. M ostofthes eproteinshav ebe en血) m
the striated m uscles ofarthr opods, o r obliqu ely striated
m u scles of w or m s and m ollusks.19) Astheir m ole cular
siz es are s m allertha nthose of vertebrates, they are
n a m ed mini-titin, projectin, twitchin, kettin, a nd s o
o n.
2 0)proteins with a size similarto that ofcon nectin
havebe endetected in crayAsh cla w m uscle･
2 1)
Howe ver, as afo od m aterial, the m u scles a ndtexture
of m arinein vertebrates su ch as shel岨sb a nd m ollⅦsks
hav e n ot bee n studied thoro ughly. Squid m e at is
preferred fr esh and ra wby a m ajority Of pe ople in
Japanbeca use of its sti ffand elastic te xtur e. Altho ugh
the c old-chain syste m oftra nsport色
.o m鮎beryto m arket
hasbe en substantiallyimpr ov ed, squidre m ains o ne of
the m ost difBc ult m arin epr oducts to keep fresh and
m aintainin qu alityln respect Of boththe K-v alu e of the
freshn essinde x22) a nd translu ce ncy･
2 3) In addit onto
thes eproperties, the preferred 丘r mtexturedueto the
rlgOr- m O rtis ofsquidm uscle changes m ore rapidlythan
that ofother marine cre atures ･2 4,2 5) Kagawa et all have
■
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studiedthe e arly textur al changes of v ario ustypes of
squidm eata nd havepointedo Ⅶta c orrelatio nbetw e en a
decre as ein the a m o u nt of bigb m ole cular w eight
pr oteins andthe effe ct ofrigor
- m o rtis,
26) altho ugh they
didn otidentify the pr otein sin qu estio n･
w e in v estigated in this study by S D S PAG Eand
w ester nblottlng an alysis whetherhigh m ole cular w eight
proteins areprese ntin in vertebrate obliqu ely striated
squidm us cle andqu alitativ e cha ngeinthe min relation
to rbe ologicalpr opertiesduring posトm o rte m StOrage ･
M aterials a nd Methods
sa mple prepa ratio n･ Thre e specim e ns of Japan ese
com m o n squid(Toda rodespacIPcus), c a ught offthe
co astof Shiz u okainJapa nin No ve mber a nd Dec e mber
2002, w e r etra nsported aliveto the laboratory･ Im m e
-
diately a鮎r a血v al, whole m uscle sa mplesfわr S D S
P A G Eand trim m ed s a mplesfor rhe ologic al m e asur e
-
･
m e nt w ereprepared･ T he re m ainder of the m a ntle
m uscles were stor ed in se aledplastic c o ntain ers at5
oC･
The sa mplesforboth types of m e asure m ents w ere
c o nsec utiv ely pr epared afteri, 3, 5, 7, 1 2, 18, 24and
48也 ofstorage.
sDSPA G Ea ndw esternbloting a n alysis. A bo utO･3g
of m uscle w as ex cised fr o mthe middle layer of the
m a ntle wi也o ut 也e outer and in n erlayers of 血e tu nic･
Tbe 血us Cle wasbrie且ybo 皿 Oge niz ed in 10 v olu m es Ofa
s olution c ontainlng lo 啄 S D S, 5 m M E D T A, 50m M
D TT, a nd 0.1M T ris - H Cl(pH 8.0), a nd the nheated
for 5min in boiling w ater. The ho m ogen ate w as
centdfuged for15min at13,000rpm ･ The clear super
-
n ata nt
■
w asdiluted by.the s
am e am ou nt of a B P B-
glycerol bufFer andstored at
- 40oC･ To mi ke c o mpar
-
is o npossible, s … 皿ples ofr abbit and chicke n skeletal
m u占cle a nd hors e ma cker el(Tratu rusjaPonic us) white
dors al m uscle were als oprepared･
Afterboiling e ach s a mple for3 min at 98
oC, S O S
P A G E.w ascarried out on2-15 %and 2-6 %polyacryl-
a mi dtslab min igels.
T 臨protein ba nds(separated pr oteins) w eretran s-
ferr ed for20 honto 0.45FLm nitro cellulo se rn e mbr ane
sb由ts'(Bio- Rad Laboratories, U ･S･A ･)･ The she ets were
s由Lihedふith Po nCe au土ed. T he sheets w erethen s oaked
in 3
.
tri mT ds - H Cl(p甘 8.0). Afterthe Po n c eau red w as
re m o ve札 the she ets w eretr an sferred to a blo cking
s o細i'on.,(T
BS;0.5M NaCla nd 2 0m M T ris+ゴClatpH
7.5)containing3 %gelatin a nd O･01 %NaN3for60min,
thehln cubated with thepn m ary antibody at an optim al
dil 血on in T B Swi血 l 鞄gelatin fわr 90min･ After
w a
lshing with T B Ssev eral tim es, e a ch she et w as
ihc ubated with ahorseradishpero xidas e-labeleds ec ond
antibodyin T B S･ A ftere7(ten Siv ely w ashing agalnWith
T B S,the sheet w asdeveloped in dia min oben zidin ethat
had bee n■dissolv ed in a50m M sodiu mphosphate buffer
(pH 7.2), 0.1 % H202, 0･3 %c obalt chloride, a nd O･3 %
a m m o nium nickels ulfate.
Antibodies･ T he pri m ary a ntibodies us ed w erethe
follo w lng: 3 B9, m o u s e a nti-chicke n skeletal m uscle
c o ne ctin m o n oclo n al antibody; SM -1, m o u s e a nti
-
hu m a n skeletal m usde co n n ectin m on o clo n al antibody;
and Pc1200, go at antトrabbitskeletal m us cle c o n n ectin
polyclo n ala ntibody･
15
,
?
-7)In additio n, N B 2, m o u s e a ntト
chickenpectoraln ebulin m ono clo n al antibodys upplied
by Sigm a Col; PcNeb, r abbit anti
-chicke n pe ctoral
n ebulin polyclonal a ntibody;
28) a nd C 20, goat anti
-
hu m a n skeletal m uscle nebulin polyclo nal a ntibody
supplied bySa nta Cru zBiote cbn ologyw ere us ed･
The mon o clo n al antibodies w ere used intact, while
the polyclo n ala ntibodies w erused ata 1:500 dilut on･
Horser adish pero xidase-labeled im m u n oglobulins
wer e used as se co ndary antibodies･
R he ologicalprope rties･ Pe n etr ationinto the m antle
m us cles w as me as ured acc ording to the m ethod of
Kaga w a etall ,
2 6) whilebre aking stre ngth w as m eas ured
with a n R E330lcr eep m eter(Ya maden Co l , Tokyo,
Japan) with a 0- 2 kglo ad cell･ Fiv eto s ev e n m u scle
s a mples w ere cut, a nd ea ch w as trim m ed into a
10 x 20m m2 re ctangular shape･ Each sa mple w as c o m
-
pr.essedparallelto the body
axis at a rate of 1m m s
- 1
with a 0.3- m m-thick stainless steelplate plu nger･ We
de血 ed 也e bre aking stre ngth asthe str ess at which the
plu nger re ached 20% ofthe s a mpleheigbt･
Re s Ⅶ1ts and Dis c Ⅶssio n
sD S P A G Eand w est e rn blotting a n alysis ofthe squid
s a mples
Figurela sho w sthe result of 2
- 15 % S D S P A G E
a n alysisfor whole m u scle pr oteins ofthe squid m a ntle.
s D写二PA G Epatternsforthe rabbita nd chicken skeletal
nab Chi Ma c Squ
CN → ;
N B･ ＋
M II C- 十
C Nα ー
cNP
＋
N tl→
nab Chi Ma c Sqq
M tl Ci
F ig･ l･ S D S Gel Electr ophoresi Patternsfro m W hole M us cl
e
Protein .
a,SDS-PAG E(2 - 15 %)patte m sf1
･
O m Whole m u sclepr otein ･ Rab,
rabbitskeletalm u s clepr otein;C bi, ch icken skeletal m u sclepr otein;
Mac, horse mackerel white dors alprotein;Squ, sqnidsa mple;C N,
co n n e ctin;NB, n ebulin;M H C, myo sin he avy chain･ b, S D S
- PA GE
(2- 6 %) patte rn sfro m whole m u scle protein･ Rab, rabbitskeletal
m u scle protein; Chi, chicken skeletal muscle pr otein; Ma c, horse
m acker el white dorsal protein; Squ, squid sa mple; CN α , α
-
c on n ectin
･
, CN β, β-c o n n ectin; N B, n ebulin; M I C, myosin he avy
cbain.
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Fig･ 2･ Im m un oblots ofO bliqu elyS triated Mu sclefr o mtheJapan es e
CoITlm On SquidM antle.
(a), Rabbitskeletal m u scle stairled withAmide Bla ck;(b),Rabbit
skeletal m us cle tre ated with3B9;(c), Japan es e com m on squid
m a ntle m us cle stained with Amide Black;(d),Japan ese co m m on
squidm antle m us cletre ated with 3 B9.
m u s clepr otein andhors e m a ckerelwhite dors al muscle
protein are als o sho w n as c o ntrols.
In the squidm us cle s a mple, bands w ere obs erv ed in
thepositio n ofthehigh m olec ular w eightpr oteinslarger
than myosin he avy chain s. Tbe 2-6 % S D S P A G E
re v ealed that there w ere s o m ehigh m ole cular w eight
proteinsin the squidm uscle sa mple whos e m obilities
w ere similartothos e ofthe connectin a ndn ebulin ofthe
r abbit, chicke n, a nd horse m ackerels a mples(Fig. 1b).
C hicken skeletal m us cleiskn o w nto hav e c(～. 280k Da
c o n ne ctinll) and c a. 800 k Da nebulin,2
9) while horse
m ackerel m uscle has ど(‡. 2400 k Da co n n ectin12) and c(～.
580 k Da n ebulin･30) Acc ordingto the m obilities ofthe
S D S P A G Es, the squid m u scle proteins w er e m or e
similarto thatfro mthe 丘shthanthatfr o mthe rabbit.
The r es ults ofw ester nblotting analyststOidentifythe
separatedpr oteinsfrom the squidm uscle are shownin
Fig. 2. The squidm uscle sa mple distin ctlyre acted with
the 3 B 9anti- c o n n e ctin antibody. It als o reacted with
so m e o也er antibodies, but n ot with a11 血e co n n ectin
antibodies･ 3B 9 is an a ntibody which hasthr ee epltOPeS
inthe c onn e ctin Bla m entat the edge ofthe A ba nd,
1 5)s o
itispresu m edthat there w as al o a co n n ectin Bla m entin
the squidm antle m us cle ha ving a similar a min o acid
sequ en ceto that of 血e A band of vertebrate co nnec血 .
M ore o v er
,
similarlytothe r abbitsa mple, c o n n e ctin w as
detected asdo ublet bands in the squidsa mple. This
m e ansthat tw okinds of ho m olog, α - c o n n e ctin andβ-
c o n n e ctin, als o existinthe squidm a ntle m u scle. Se veral
studieshav e r eportedthat c on n e ctin-like proteins w ere
prese ntinin vertebr ate striated m u scle. Ka w a m ura et al.
hav e r eported threekinds of c o n ne ctin -like proteins of
4000 k Da
,
1 200 k Da
,
and 700kDain obliqu ely striated
m uscle ofthe body w allof a polychaete･
3 1) Royu ela e ･t
all ha v e r eported the 700 k Da protein mini
-titin in
obliqu elystriated m uscle of thebody w alland
l
in s m o oth
m us cle ofthe ps eudo -he art ofthe e arthw o rmEise nia
foetida.
20) M an abe et al. hav edetected a 3000 k Da
protein in the stdated m u scle of cray丘sh cla w･
2 1)In
respe ct of m ollusks, ■Kim ura et al. hav e reported
co n n ectin-like pr otein s in froz en c uttlefish,
7) a nd
Kagaw aet al. have s uggested c o nectin-like proteins
in r aw squidm tlSCle during c oldstor age,
2 6) altho ugh
neither class ofproteinshasbe e nident拍edyet. Inthis
study w e w ere able to e xtract high m olec ular w eight
pr otein fro mlive-squidm uscle a nd to ide ntifyit as
c o n ne ctin by uslng antibodies. Itis interesting that a
protein c on sisting ofa cytoskeleton a nd havinga spnng
for m which reinforc esthe myofibrils a ndyields strong
elasticitylSpres entin squidm antle m usclein vie w of its
fu nction s related to m uscle m ov e m e nt, s u ch asjet
propulsio n.
The m obility ofα -c o n n e ctin fr o m squidm uscle w as
fasterthanthatfro m r abbitskeletal m u scle and alm ost
the sam e asthat of rabbit P- c o n n e ctin . Seki
6) a nd
M its uhashim)have reportedthatthe m olec ular w eightof
ashα- c o n n e ctin w aslessthanthatofrabbit &-cb甥鮮fn･
T he resLllts ofthe pres entstudy c o n血r m thatsquidα-
c o n n e ctin w as also of lo w er m olectllar w eigh卜than
rabbit α-c o n n e ctin.
Altho ugh Royu ela et al. ha v eide nti 鮎da n ebulin-like
pr oteinin the pseudo -he artof the earthw o rm,
32)w este rn
blotting an alysis, u si ng threekinds of anti-n ebulin
a ntibodies,inthis studyshowed n odistinctivere actio ns.
Post- m o rte mprotein and rheologic al cha nges in
squidm uscle
Figure3sho w sthe cha ngesin S D S P A G Epatterns of
whole m us cleproteins ofthe ra wsquidsamplestoredup
to48post- m o rte mh at5
oC. The α-c o n n eqtin band w as
thick and cle ar, whiletheP-e o n n e ctin band w asfaint at
O h im m ediately afterde ath, giving a patte rnforthe α-
andβ-c o n n e ctins of the squidsa mple si mi 1arto those
fro m vertebrate skeletal m us cle. Upto5 h■post- m orte m,
boththe α - a nd
､
P-c o n n e ctinbands w ere cle arlyevident,
but by 7 hpost
- m o rte m
,
the upper, slow er
- m obility
co n ne ctin balld had bec o m ethin n er, while 血e lo w er,
faster- m obility c orln eCtin band had be co m ethicker. At
12, 24, a nd■48 hpost- m o rte m, the α-c o n n e ctin band had
disappe aredand orllytheP- c o n n e ctin band w as evide nt.
Apartfro mthe co n nectinbands,there wasn odistinctive
changein 也e SDSP A G Epatterns.
T he relatio nshipbetw e enthe co n n ectin co ntent and
血e qu ality of v ario ustypes of 丘sh a nd sbel岨sb,
especiallythe,freshn ess ofthe m e at, hasbe en reported
bySekiet al･ ,
6)the case of c arp white dorsal m uscle
sho w lngthat the c ontentof in solubleprotein sde cre ased
fr o m55 %atdeathto32 %at 7dpost
- m orte m. They also
described from theS DSP A G Epatte rn sthatat10 hpost-
m orte m, the band for α-c o n n e ctin had dis appeared a nd
the ba nd forβ-c o n n e ctin had in cre ased･ The res ults of
the pres ent study sho w that asthe po st- m o rte m tim e
in cre ased, degradationfro m α-co n n e ctin toβ- c o n n e ctin
o cc urred in squidm antle m us cleinthe s a m e w ay asin
c arp white dorsal m uscle･ More o v er, c o mparedto 也e
c arp muscle, c o n v e rsionfro m α
- to β-c o n n e ctin in the
squidm us cle appeared to o cc ur c o nsider ably earlier
during posトm orte m storage ･
As for rhe ologlCalcha nges, the breaking stre ngth of
the squidm uscle re ached a m axim u mthreeto fiveh
1122
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Fig. 3. Post- m o rte m Cha ngesinthe S DS PAGE(2- 6%)Pattern s of the W hole Mus cle Protein s of the Japan ese Co m m on SquidMa ntle during
■Storage at5oC.
Numbe rsatthetop arehposトm o rte m. Rab,rabb itskeletalm uscle protein as co ntrolsa mple. α , α - c o n n ectin(itin l);β,β- c o nn e ctin(titin2);
'
･
-
NB, n ebulin; MH C, myosinhe avy chain.
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Fig. 4. Posトm o rte m Cha ngesin the Bre akingStr engtha ndPe n etration ofRa wSquid Mu scle･
DifFer ent barsbesidethe symbolsindicate signific ant differ en c es(p < 0.05)･
po st- m o rte m, indic atlng rlgO ト m Ortis, a nd subsequ ently
de cr eased gradu ally, indic ating tenderizatio n(Fig. 4).
Pen etr atio n w as at minim u mfou rto eight h post-
m o rte m and thenincre as ed gradu ally, the res ult being
the s a m e asthatin the pr evio us study･
25) The pr oc ess
fro m ngor- m o rtis to s ubsequ ent tenderiz atio n of the
squid皿 uSCleis similartothat orother anim al and 鮎h･
Butc o mpared tothe c ase ofv ertebrate skeletal rn u scle,
thes e results indicate thatrlgOr一 皿 O rtis oc curred e arlier
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andthat tenderiz atio n w as m u ch m ore exte nsiv ein squid
m us cle. Fr o m1to 5 hpost- m o rte m squidm uscle w as
stillstiff(Fig･ 4), a ndtheS D S P A G Epatte rn sforboth 1
and 5 hposトm orte m sho w n o m ajordiffere nc es(Fig･ 3)･
A fter5 hpost- m o rtem squid m uscle bec a m ete nder
(Fig. 4), while betw ee n5 and 7h posト m orte m, the
do ubletc o n n ectin bandsbe ca m e a single ba nd(Fig. 3).
The timlng Of the s ubstantial cha nge ill rheologic al
pr operties c oincides with that o cc urred to the high
Effe cts ofCon ne ctin o nPostm o rte mTe xture ofSquid MtlS Cle 1 1 23
m olec ular w eight protein, α -c o n n e ctin, which w as
degr aded intoβ- c o n nectin ac cordingto the S D S PAG E
patter nsinthis study･ Itis suggestedthat this degr ada-
tio nfr o m α-c o n n e ctin toβ- c o n n e ctinis am ajor re as o n
forthe quality changesin fresh ra w squidm uscle.
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vertebr ate striatedm u s cle c orrtain sthegi a ntelasticpr otein c o n n e ctin thatm aintain sthe
positio n ofthe A
･band at the c e nter of the s ar c o m e r eduring r epe ated m u s c ular
c o rltr a Ction andr ela x atio n. Co n n e ctin･like m ole c ules m ayperform c ons erv ed fun ctio n s
in v e rtebr ate andin v e rtebr ate striated and oblique m u s cles, altho ugh le ssis kn o wn
abo utthe stru cttw e ofin v ertebr ate c o n n e ctin s atpre s e nt･ Thepr otein thatm aintain s s u ch
a stru ctu r eis pre se nt n ot onlyin v ertebr ate striated m u s cle, but als oin in v e
rtebr ate
striateda ndobliqu e m u s cle.
Inthepr e se ntstudy, w e a n alyzedthepa rtialpn m arystru ctu r e ofa1200
K -pr otein,
whichis ac o n n e ctin-likepr otein thatis e xpr e s s edin Ne a nthe s sp･ body w allm u s clethat
is in tur n c o mpos ed of obliqu e m u s cle･ Antibody s cre en i ng Of a CDNA
library of
Ne a nthe s sp･ body w allm u s cleidemi fledtw odiffer e nt clo n e s･ Bo
thclo n e s c oded fo r a
s equ e n c epr edomin arrtly c o mprisedofthefo u r amin o a c
idspr olin e(P), glutam ate(E),
valin e(V)and lysin e(K). On e clo n ein cludedaP E V定一1ike r epeat sequ e n c enanked
byanIgdo main, while the other clo n e c ompris eda
-distinct14amin o a cidr epeatrichin
pE V芯 r esidu e s,fla nked bya non -r epetitiv e u niqu e S equ e n C e･
The PE VK r eglO nisfo und in vertebr ate c o n n e ctin a nd istho ug
htto ge n e r ate
elasticityand be r espo n siblefo rpa ssiv ete n sion of the m u s cle･ T he a
ntibodie spr oduc ed
again st a portio n of e a ch clo n eboth r e acted wi th ban
ds c o rr e spo ndingto 1200kDa
pre s e ntin Ne a nthe s sp･ body w allm u s cle･ Ther efo re, o u r r e s ults de
m o n str ate thatthis
1200 K-pr otein is a con n e ctin
-like ela stic pr otein a ndincludes spe ciGc P E V 監
-like
&agm ent･ we sugge stthat this 1200 K
-pr otein plays a m a)o r r olein mintal nl ngthe
stru ctu r e ofobliqu e m u scleinin v e rtebrate s･
丑弧☆r odu c☆畳o 弧
Thicka ndthin fl am e nts ofv ertebr ate striated m u s cle slidepa st o n e a n otherto c o ntra ct
the m u s cle a ndge n e r ate po w e r. Itisimportant for regular c o ntr a ctio nthat the thick
filam entis alw?yspo sitio n edat the c enter ofthe s arc o m er edu ingr epe ated m u s c ular
c o ntr a ctio n and r ela x atio n. In v e rtebr ate striated m u s cle
,
a giant pr otein called
"
co n ne ctin
門
(als o c alledtitin)that has a mole cdar w eight of approxim atelythr ee
millio nis re spo n siblefo rthis r ole(Ma r uya m a etal., 1984, Labeita ndKolm er e r,1995).
Single c om e ctin m ole c ule s ar efl am e nto u sin stru ctur e a nd ha v e ale ngthofabo ut1 - 2
pm . The c o n n e ctin fl a m e ntplays a r olein maintaini ngthepo sitio n oftheA -bandatthe
c e nte r of the s ar c o m er eduring c o ntr actio n a nd r ela x atio n of the m u s cle. Single
c o m e ctin m ole c ules c an s e rv ethis fun ctio n, be c au se of their giantle ngththey a r e
c apableto c o m e ctboththe M -lin e a ndZ
-lin e r egio n swi the a chother(ther efor ethis
pr oteinis refe rr edto as
u
co n n ectin
n by u s, s e eMa my am a, 1977, 1985, 1986, 1994,
1997
,
1999). Pr evio u s studie s ofthe prim ary stru ctu r e of co n n e ctin and sarc o m e re
e xpan sio n andc ontra ctionhav esho w nthatc o m e ctin elasdcityisge n er ated byaP EVK
segm e nt m ade up ofatle a st 70% ofthefo ur PEV Kamin o a cids, a nd a tande mIg
c o mpo s edofim m un oglobulin(Ig)-like do m ain s arr a nged intande m, whicha r epr e s e nt
in the I-band(Labeit a nd Kolm er er, 1995, Ga utel et all, 1996; Linke et all , 1996;
Gr a n zierandLabeit., 2002).
Elastic pr otein is als opre s entin in v ertebr ate striated m u s cle whereitplays a
m ajorrole in maintaining m u s cle str u ctu r e･ How e v er, unlike the elastic pr otein in
v e rtebr ate striated m u s clethathas as arco m er el ngth ofapproxim ately2･4 pm , elastic
pr oteininin v ertebr ate striated m u s cle c o m e sin m artydiffer e nt types c o rre spondingto
the m a nydiffer e nts ar c o m erele ngths, withe a cho n ere sponsiblefわrtheir o w n stru ctur e
(Hu, et al., 19 86). Cr ayfish in v e rtebr ate c o n n e ctin, aproteinthatmaintain sthe stru ctur e
ofarthr opodstriated m u s cle,is reportedly a n elasticpr oteinthatplays a similar r oleto
c or m e ctin (M an abe et al., 1993)I hv ertebrate c o n n e ctin (Ⅰ- c o 皿 e Ctin)in giarlt
sar c o m e re s, which ha v e a re stinglength of abo ut 8･3 pm , differsin stru ctur e舟o m
v e rtebr ate c o m e ctin. Wher e a s v ertebr ate c o n n e ctinis c o n n e ctd by a single m olec ule
fr om the Z-lin eto the M ･1in e, I- co n n e ctinislo c aliz ed fr o mthe Z-lineto n e arthe A
-I
jun ctio n, and the spa n of its m otif, which is elastic thr o ugho ut the total le ngh, is
c o nsider ably wi dertha n v ertebrate c o n n e ctin･ InirLV ertebr ate striated m u s cle wher ethe
s ar c o m er eis la rger than in v e rtebr ate striated m us cle, a single m ole c ule do e sn ot
c on n e ctthe z-lin e a nd M-lin eas s e e nin v e rtebr ate s, s oitr equ ires aPr oteinlo c aliz ed
o nlyintheI-bandwhichis e spe ciallyr e spo n siblefo r elasticity(Fuku z a w a etall, 20 I)I
h addito nto striated m u scle, atypeof m u s cle called obliqu e m us cleis als o
pr e s e ntin m ollusk, a m elid, a ndn e m athelminth in vertebr ate s(Fig･ 1)･ The 弧Ielid body
wallm u s cleis c o mpo s edofobliqu e m u s cle, andtw otype s ofpr otein s,twitchin a nd Ce
titin
,
which ha v ea similarpartialprl m ary Str u CttUe tO C O n n e Ctin, ar epr e s entin C･
elega n s(Mo e rm a n etal., 1988;Benian etal･ , 1989,Flahedyetall, 202)･
pr evio u sre s e ar ch has sho wn thatpr otein s which irr m u n ologicaly cr o ss十r e a Ct
withc o n n e ctinin the m ollu sksquid(Kas a m ats u etal. ,2004)and the an n elid/polycha ete
w o rm(Nav eetal. , 1990, Royu ela etal･, 1996)ar epr e s e nt as c o n n e ctin-likeprotein sin
obliqu e m u s cle othe rthanin n e m athel minthsI
Ka w am ur a a nd c olle agu e sha v e r eported that thr e etype s of c o r m e ctinJike
pr otein sthatim m u n ologic ally cr o s s-r e a ctwithc o n n e ctin e xistinthe striatedm u s cle of
Ne a nthes sp. , a polycha ete/a n n elid(Ka w am Ⅷra et all, 1994)･ The m ole c ular m as s of
the s epr otein s,fro mhe a vie st tolighte st, c alculated &o mthe m obility ofthetotal SDS
extra ct of Ne a nthe s sp. body w allm u s cle, w er e4000kDa, 1200kDa, and 700kDa
r espe ctiv ely･ In that study, the a rlti･c onn e ctin m o n o clo nalarltibody 3 B 9r e acted at
400 K-protein and 700K-pr otein, and the c o n n e ctin m o n o clo n al a ntibody SMI
simila rly r e a cted at 1200 K-pr otein･ Lo c alim m un o el ctron micr o scopIC Obs e rv atio n s
withinthe sa rc o m er e ofthes ethr e etype s ofpr otein s r e v e ald that700K-pr otein c o uld
be s e e n o nthethickfilam e nt, 1200K-pr otein c o uld be s e e n o ntheJ-r od c o rr espo nding
tothe Z-lin e ofthe v e rtebr ate striatedm u s cle, a nd 400 K-protein could be s e e n o nthe
I-ba nd a s athin fila m ent c o n n e ctingthe thick fila m e rlt and the J･r od. O fthe s e,
700K-pr otein w a s c o n sider ed ho m ologo u swithtwitchin, based o nitslo c atio n and
m ole c ularfor m. Itistho ught that the s ethr e etype s ofc o n n e ctin
･like pr oteins play a
pn ncipalrolein c o n n e ctin, wherebytheycollabo r atetopo sitio ntheA bandatthe c e nter
ofthe s a r c o m ere.
In this study w e clo n edthe 1200K -pr otein fo und in the body w al m u s cle of
Ne a nthes sp･ which is c o mpo s ed ofobliqu e m u s cle,in orderto elu cidate theprl m ary
str u ctu r e ofc or m e ctinfTo und in v ertebr ate and in v ertebr ate striatedm tLS Cle.
]Ⅶa七c r畳a且a nd m e蝕ods
Material
Neanthessp･, 10-20c mlo ng, apolycha eteimported fr o mKo re afo r us e asfih baitw as
u s edthr o ugho ut the experim ent Thebody w allm u s cle w a sdiss e cted o ut a ndu s eda s
e xperim e ntalm aterial.
SDSgelele ctr opho r esis a ndlm m u noblots
A鮎rthebody w al m u s cle w asho m oge niz ed with10v ol･ ofa s olutio n(150m M NaCl,
20 血M Na-PO4,pH 7.2, 10 m M E GTA,1 m M DIF P), the pr e cipitate w a s c olle cted by
ce ntri fugatio nf♭r 5 mim lteS at 5,0 00rpm ･ T he pr e cipitate w asw a shed w 地 1 m M
NaHC O3
,
a nd the s edim e nt w a stre ated wi th SDS sa mple s olutio n･ SDS gel
ele ctr opho r esi w a s c arriedo ut on 2
- 6%polya c rylamidegels(La e m mli,197 0)I
The pr otein bands w e re ele ctric allytransfe rr edto mitr o c ellulo s e m embran ewith
80 mAfo r14ho urs usingatr a n s免r s olutio n(192m M Glycine,25 m M Tris-HCl;pH
8.5
,
0.1% SDS, 20% etha n ol), follo wed by blo cking with O･5 M NaCl, and20m M
Tris-HCl
,pH7･5 c o ntai ming3 % gelatin･ T he she etw a stre atedwithpn m a ry a ntibodies
a ndthen tr e ated wi th hor s er adish per o xida s e-c o nJuga他d r abbit o r a nti
- m o use lgG
s e c o ndary a ntibodie s(D A KOPA T TS)･
D NAclo ning a nds equencing
ThetotalRNA w a spr epar ed 鉦o m obliqu elystriated m u s cle ofapolycha ete u slng
T R kolr e age nt(GIBC OB R L)andpolyA RNA w a spuri Red 丘o mthetotalRN Ausinga
D YN A BE ADS Oligo(dT)25 mRNA Purificatio nkit(D Y N AL)払Ilowingthe
m an ufa ctu r erysin stru ctio ns. CD N Asynthesis w a spn m edu slngr ando mhe x am e r as
prim e rs andSupe rs criptⅡ aspolyme r a s efわr r e v ers etr a n s criptio n(GIBC OB RL)･ The
cD NA 丘agm e nts w er eligatedto九Z A P IIe xpr e ssio n v e ctor ar m s u sl ng九Z A PII
pr edigestedVe cto rkit(Stratage n e)andin vitropa ckagingintophasepa rticle s w asdo n e
u singGigapa ck IllGold PackagingExtr a ct(Str atagen e)I The CDN Alibr ary w a s
s cfe en edwi thepolyclo n al antibodyPc4000 K(Ka w a m u r a etall , 1994)･ Thepo sitiv e
clo n e w as u s edas a CDN Apr obe, 5し a nd 3
I
- te rmin u s･directedclo n e s w er eis olated by
standardCD NA hybridizato n s cr e e n l ngOfthe CDN Alibra ry･ The CD NA w as s equ e n c ed
inbothstra nds witha nALFexpr es sD N Aa uto s equ e n ce r(Amer sham Pha rm a cia), u sing
aThe rm oSequ e n a s eFlu o r es ce ntlabeledprim er cycle s equ e n cingkit(7-de a z a-d GTP
a ndT 3
,
T 7prim er)･ Sequ e n c e a n alysis and ho m ologys e ar chngwe re mai nly perfo r m ed
withaGENE T YX Ma c v cr. 10.1.1(SDC,Japan)and Ge n o m eNetW W s e rv er
Sequ e n c eSimilaritySe ar ch(B L AST)･ 1200 K-pr otein CD NAs equ e n c e a c c e s sion will
be r epo rtedels e wher e, Kim u r a etal. ,inpr epa r ado n.
Re c o mbin a ntp7,Otein e xpr e ssio n a ndpu rljic att
'
o n
The CDNA c o n str u ct w a s amplified by PCR &o m pBlu e s criptSK, a ndthe r e s ulting
PCRpr odu cts w e r e clo n ed htopGE X 6P-1 v e cto r(Amersh am Phar m a cia). The s oluble
re c ombin antproteinstagged wi thGSTattheirNte rminiw e re e xpre ss ed inE.coliBL21
PE3]pLysS and thentheba cteria w e reha r v e sted byc e ntri fugatio n. The pe1lets w er e
s u spe nded wi thR Buffe r(140m M NaCl, 2.7 m M KCl, 10 m M Na2H pO4, 1.8 m M
K H2PO4PH7.4) ands o nic ated(TO M Y UD -2 00, o utput 2.0,30s e e,fo ∬tim e s). A鮎r
c entri fugatio n, s upe rn at nts c o nta ln lng the s oluble r e c o mbin a ntpr otein s w er e applied
wi th Glutathio n eSephar o s e4 B(Amersh am Pha rm a cia) and thes er esin s w er e
e xte n siv ely w a shed withR Buffer. Fin ally,the r e c o mbin antprotein s w er e elutdu s mga
s olutio n c o n sistingofPr eScis sio nProte a se(Ame rsha m Pha m a cia), 50 m M Tris- HCl
(pH 7.0), 150m M NaCl, 1 m M E DT Aa nd1r nM DTT)A The purifiedpr otein s w e re
s ubjectedto18% S DSpolya c rylamidegelele ctrophor esis･
Antt
'
bodie s
EachofthepuriEled fu sio npr otein s w a sinjectedinto a r abbito nfo u r s epar ate o c c asio n s,
atfo rtnightlyinte rv als. The aJltis e n 皿 WaSPu rifiedu si ng nitr o c ellulo s e sheetsto which
e a ch band w astr an sferr ed (Fo wle r a nd Be n n ett, 1984)･ The arrtibodie s w er e
c o n c e ntrated by ce ntriprep 30(Am ico n). Mo n o clo n al a nbbodie sto chicke nbr e ast
m u s cle c o n n e ctin3 B9a nd SM l(Itohetal. ,1988)wer e als o u s ed.
Re s Ⅶ1ts
幽
Ele ctr ophor e si ofthetotal SDS e xtr a ctofNe a nthes sp･ body w allm u s cle c o nfir m ed
thepr e s e n c e ofm ultipleba nds a‡po sitio n s ofahigher m ole c ular m a s stha nthe myosin
he a vy chain. The m ole c ular m as s舟o mhe avie st tolightest, c alcuhted ba s edo n m obility
w e r e400kDa
,
1200kDa, and 70 0kDa r e spe ctiv ely (Fig. 2A). The aJIti- c on n ectin
m o n o clo nalantibody3B9(Mc3 B9)w a s sho w nto rea ct with40 0K a nd700K bands,
and the a nti-c or me ctin m on o clo nala ntibody S M l(McS M l)w a s sho wn to react wi th
1200 Kband(Fig. 2B2, 3), s othe s ethr e etype s ofpr otein s w er e c o n sider edto be
c o n n e ctin -like pr oteins(Kaw am u r a et al. , 1994). The anti4000K-pr otein polyclo n al
a ntibody伊c40 0K)thatw aspr odu c edagain stthe40 0K band fo rNe a nthes sp･ body
w allm u s cle w as als o s e ento r e a ct with 12 0 K band andatothe rlo w m ole c ularm a s s
po sitionsinits u n r eBn ed fわrm(Fig. 2B4), s o afrlnitypurificatio n w asperfor m edu sing
the 400K -pr otein･ Co n s equ ently, r e a ctio n s atthelo w m ole c ular m as s c ea sd, but a
r e actio n r e m ain ed with1200K band(Fig. 2 B5). T his r eactio ndidn otdis appe ar e v e n
aRer a飽nity puri rlC atio n, s oit w as也o ught that a prim ary str u cttr eide nticalto
4000 K-protein, to which the 40 00Kantibody r ea cts, w a spa rtially pr e s e nt at
1200K-pr otein･Im m un o s cr e e ningw a sperfo rm edu singaffimity purifiedPc4000K･
地 些 些 由
Usingthe afTlnity-purifiedPc4000 Karttibody, w eperfo rm ed im m t m o s cr e e ning丘o m a
CD NA libra ry of Ne a nthe s sp., and obtain ed m utualy n o nho m ologo u s clo n es of
1
,
358bp and 2,562bpin size･ The s e w e repr o visio nallyc alled
`
clorn eAl
'
(Fig. 3, clo n e
Al)and
'
clo n eB l
'
(Fig･ 5, clo n eBl), r espe ctiv ely.
蜘
W 山king w aspe rfo rm ed by im m u no s cre e ning as afull- e ngth cloming pr obe w a s
obtain ed fro m e a chof thetw o clo n e s(clo n eA la ndclo n eB l). For cloneAl,tw o clo n e s
witha m atchings equ e n c e w e r e obtain edl Whe n co mbin ed withclo n eA l, theprl m ary
stru ctur ehad2･9kbin siz e(Fig. 3, clo n ell, 61). So m e clo n es, altho ughn otide ntical,
sha r edahigh degr e e of ho m ology･ A丘agm e nthaving an extre m elysimilar s equ e n c eto
o n e ofthe clo n e s w a spr e s e r[tin a s epa r ate r egl O n Of thepr otein, s oitislikelythat也e s e
w e r eho m ologo u s, r athe rtha nide ntic alstru ctur e s.
Walking舟o m cloneB Ipr odu cedthre epo sitiv e clon es(Fig, 5, clo n eC l,52,D l),
butthey w e re allpart ofclo n eBl. A stop c odo n appear ed inthe s am epla c ein fo u r
clo n e sin cluding clon eB l, s othe s equ e n c e obtain edin clon eBI was thought tobe the
Cte rmin u s ofthepr otein.
Thepn m a rystru ctu re obtain ed bysc r e e n ingClo n eA Iw aster m ed
”Fr agm e nt A
”
,
a ndthepn m ary str u ctu r e obtained bys c r e e nl ng Clo ne BI w asterm ed
”Fr agm e nt B
”
.
The se w er e anlyzeds eparately.
幽
1)Fr agm e ntA
In Fr agm e nt A,fTo undto ha v e a2.9kbs equ e n c e, ther e w er eflV erepeats Ofalte rnating
a rr ays of aP E V Ks egm e nt c o mpo s edofabout 70r e sidu es and a nIgdo m ain(Fig･ 3)･
Abo ut 60% ofthelgdo m ain m atchedthetwitchinlgc o n s e n s u s s eque n c e(cf･Be nia n et
al. , 1989). Altho ugh n ot a c o n s e n s u s s equ en c e, ther e w as als o ahighly pre s e rv ed
s equ e n c e am o ngthedo main o v er al, a ndstr u ctu r alsimilaritiesinidentitya mongthelg
do m ain s r anged fr o m70 to 80%･ Convers ely,in the P E V Ks egm e nta repe ats equ e n c e
c o mprisingsix a min o a cids(PKP V E E)w a shighlypre s e rv ed(Fig･ 4)･ Furthe rm o r e,the
pe r c e ntagetotalofthefo u r a min oacids, pr olin e,glutam ate, v alin e and lysin e, w a s92%
(Table 1). Thisis a v e ryhighperc e ntage whe n c o mpar edto the P E VK s egm e nt of
v ertebr ate c o n n e ctin(appr o xim ately70% prolin e, gluta m ate, valin e and lysin e)andthe
c o n n e ctin-like pr otein in in v e rtebr ates(appr o xim ately 55-70 % c omposed ofthes e
amin o a cids) (cf. Labeit et al. , 1995, Zha ng et all, 2000, Ma chado et al･, 2000,
Fuku z a w a etal” 2001). Aswi th thelgdo m ain s, theP EVK s egm e nts w ere alsohighly
ho m ologo u s, wi th80-90% identitys e e n･
2)Fr agm e ntB
Fragm e nt B, whichw a s e stablishedtobe2･6kb,hada r epe atof14amin o a cidsrich in
P E V K
,
anda miqu e s eque n c e n o nho m ologo u stoth6othe r(Fig･ 5)･ Pr e s e rv atio n a m o ng
r epeats w as73 % of the total･ Ho w e v e r, a m ong the c e ntr al 12repe atsin partic ular
pr e s e rv atio n w as ashighas87%(Fig. 6)･ Othertha nthe fou r amin o acidspr olin e(P:
21%), gluta m ate 申: 26%), v alin e(V: 10 %), and lysin e(K: 6%), this r epe at als o
c o ntain ed c o n sider able glutamin e(Q:14%)(Table2)･ Thefa ctthat the P E V Kr egio n,
which is char a cteristic allyfo und in c o m e ctin andsimila rpr otein s, a nd is r e spo n sible
far ela sticity, w a spr es entin the s etw o clo n e s stro ngly s uggests that a pr otein with
si mi larelasticityto c or m e ctin e xistedin Neanthe ssp. body w allm u s cle･
Pr odu ctio nofsite-sDe CiflC arltibQdi_e 墨
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The site-speciflC ami bodiesN I3and N UI w er epr odu c edto e x amin e whetherthe
obtain edclo n e w aspartofthe 40 0K- o rthe1200K -pr otein･ The siz e Ofe a cha ntige n
w as92 amino a cidr esidu e s(m ole c ular w eight:10,468)and 98 a min o a cidr esidu e s
(m ole c ular w eight:10,830)forN I3andNUl, r espe ctiv ely(Fig. 7A). Thepo sitio n s of
the aJltige ns are sho wnin Figs･ 3 and 5･ Each c oding r eg1 0 n W as e xpr e ss ed in
Es che richia c olta s aG ST fu sio npr otein a ndpuri fled. This w asthe nin o c ulated in a
r abbitas an antige ntopr odu c e apolyclo n alantibody･
In orde rto e x amin ethe speciBcityofthe antibodypr o血c ed,im m u n oblottingw as
perfo rm ed o nthetotalNe a nthes sp. body w allm u s cle e xtr a ct. The results sho w ed that
N I3a nd Nut both specific ally r e c ogmiz edthe 120K -pr otein(Fig. 7 B). The tw o
s equen c es obtained丘om thispr o c e ss w er ebothpardals equ e n c e s of the1200K･pr otein･
Fu rthe r m o r e
,
a s sho wnin Fig. 7 B, the s e a Jltibodie s sho w ed no r e a ction at al at
4000 K･pr otel n, SO 120K-pr otein wa s cle arly n ot a 400K･pr otein is ofo rm or a
degr adatio npr odu ct.
D is c ⅦsS畳o n
Itw a sfirst s ugge sted by Ka w a m u r a et al in 1994 thatthre etype s ofgiantpr otein s
whichim m unologicallycros sre a ctwithc on nectin ar epr e s e ntin Nea nthe s sp. body w all
m u s cle
,
a ndthats u ch a stru ctu r eis m aintain ed in a m elidobliqu e m u s cleby m tlltiple
c o r m e ctin-likepr otein s.
In the pre s e nt study, w e dete rmin ed the partial pn m ary stru ctur e of a
1200K-pr otein 鉦o m a m o ngthe c o叩 e Ctin-like pr otein spre s e ntin Ne a nthe s sp･ body
w allm u s cle
,
and elu cidatedthe pr es e n c e ofthe P E V Es egm e nt thatistho ught to
ge n er ate ela sticity.
ll
墨皇 幽 垣由
Do m ain s c o m m o nt kno w n con n e ctin, c aled thelgdo m ain andPEVK s egm e nt, w er e
sho wnto e xistin thefr agm e ntsdis co v e r ed inthepr e s e ntstudy･ TheP E V Ks egm e ntin
particula r w as sho vm to be char a cteristic ally pr es e ntin c o n n e ctin a nd c o n n e ctin
･1ike
pr otein, a ndtobe a m otif thatgenerate spa s siv ete n sio nwith its ela sticity･ T his s ugge sts
thatthe pr otein has an ela stic stru ctu r e andsim ultan e o u sly displays similaritie swith
1200K-pr otein andc o m e ctin.
T he 1200 K-protein c o ntain ed atle a st tw o distinct P EVK s egm e nt; one for
Fr agm entA, a ndo n efo rFr agm erltBI Ho w e v er, the r e w er e n otandem Igdo m ain s or
N2B s e e nin the c o n n e ctin that c oul d be r espo n sible fo rthe elasticibr･ The PE VK
s egm e ntits elfw a sthe s am e as1200K
-protein in thatit w a srich in thefo u rP E V R
a min o a cids
,
butits s equen c e w as n otho m ologo u swi thany kno w nP EV Ksegm e nt･
TheP EW s egm e nts andIgdom ains n o rm ally pr e s e ntin c o n n e ctin w er efo und in
thefr agm e ntsthat w er e clon ed in the pr e s erlt Study, but a nfibr o n e ctin TypeIII(Fn3)
do m ain n orm ally pr e s e ntintheA -ba ndreglOn andakin a s edo m ain n o r m allypr e s e ntin
the C_te r min ale nd in c o nn e ctin c o uldn otbeide ntified. Si mi larly,it w as r eportedthat
Fn3 a nd kin a se do m ain s ar epr e s e ntintwitchin and Cetitin, whichar e c o n n e ctin
-like
protein spr e s e ntin thebody w allm u s cle of the n e m atode C･ elega n s, which is m ade up
ofobliqu e m u s cle(Be nian et all, 1989;Flahe rtyet all 2002)･ Itisther efo repo ssible
that a similardo m ain exists als oin the Ne a nthe ssp･ body w allm u s cle c on ne ctin･
Ho w e v e r
,
Fn3 a nd kin as edo m ain s are pr es e ntin the s ar c o m ere A
-ba nd r egl O nin
co m e ctin, a nde v e ntheIIC OnneCtinthatis c o n sider edto belo calized inI
-ba ndr egi o n
la ck akin a s edom ain orha v e v e ryfe wFn3do m ain s(Fuku z a w aet all , 2001), s oitis
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quitepla u sible that thes edo m ain s a re n otpr e s e ntin1200K-protein whe r elo c aliz atio n
intheA-bandc o mpon e ntis n ote vide nt.
地 r agm e nt
Fr agm e nt A:
The appr o xim ately2.9kbFr agm e ntAthatwa selucidatedin this studyco ntain ed
a s equ e n c e ofm utu alrepeats ofa s m al P EVK s egm e ntc o mpo s edofn o m o r etha n70
amin o a cidre sidu e s and a sl ngleIgdo main. The P EVK s egm e nt w as m ade up ofa
r epe atofsix amin o a cids, P K PVEE, whichw a shighlypre s erv ed.
Itis tho ught that the r epe atin the Fr agm e nt A, calledlg-P E V K-Ig, plays a
pr e vio usly u nkn o w nrolein ela sticity wher eby thelgdo m ains m aintain the stru ctur e,
andthe e xte n siblePE V K inbetw e e n a cts as a spn ng. ThePE V Ks egm e ntits elfals ohad
◆
a different s equ ence from tho s e r epo rtedto date;n am ely, pr olin e a ndglut am ate e a ch
a c c o unted for ahigh32% , andv alin e and lysin e a c c o unted for ale ss e r15% a nd12 %,
r e spe ctiv ely. M or e o v er, thetotalra;tio of thefo u rP EVK amin o a cids w as a v eryhigh
92% . In v ertebr ate c o n n e ctin
,
all fo urtype s ofamin o acids a re unifo rm1y pr es e nt at
abo ut20%
,
wi thaP E V K totalratio ofabo ut 70 %. Thisis c onsiderablydiffer e ntfr o m
the r atio abo v e(Labeitetal. , 195). The amin o acidc o mpo sitio nin the pr e s e nt PEV K
s egm e nt w as als odiffer e nt to the PE V Es egm e ntfo und in in v ertebr ate c or n e ctin
(Ⅰ･ c o m e ctin) (Fuku z a w a et al., 2001), so the elastic 免m ctio n of Ne a nthe s sp･
1200 K-proteinistho ught to be differ e nt丘o m a nykn o wn c o n n e ctin, be c a u s e ofthis
differ e n c ein amin o a cidc o mpo si也on.
A highly hom ologo u spo rtio n ofFr agm e nt Aw a s obtain ed during s cre e nl ng,
altho ughitw a s n otide ntic al･ Itispo s siblethatin1200K
-pr otein, Fr agm e nt Aspa J m eda
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v ery br o ad ar e a o rthat anotherpr otein, for example 400 K
-pr otein, c o ntain ed a
sequ e n c e v e rysl milartothate xistingintheFr agm e ntA･
Fr agm e ntB:
Fr agm e ntB c o ntain ed a r epeatrich in P E V Km ad
e up of 14 a min o a cids anda
n o n-ho m ologotlS u nlqu e Sequ e n c ena nked o n eithe r side･ T his 1
4- amin o a cid-rich
P E V Kdidn otha v ea mi for m r atio of thefou rP E γK a min o acidslikeFr agm e nt A,but
r athe rhadhighr atio s ofprolin e(2 1%) andglutam ate(26%)a nd lo w ratios ofv alin e
(10%)and lysine(6 %)in c o mparis o n･ Itals ohadahighperc entage ofglut amin e(14%)･
Both type s of s equ en c e sobtain ed had a repeat str u ctu r e
rich in P EVK ･ In
1200K -pr otein ther ew er e mdtiple P EV Rs egm e nts, altho ugh b
oths equ e n c e sdiffer ed･
It w o uld be e xpe ctedthat e a ch has adiffer ent str etching m e cha n
ism and ela stic
氏mctio n.
Ithasbe e n r epo rted thatthe P E V Ks egm e nt ofv e rtebr ate c o
n n e ctin c o ntain s a
repe atte rm ed
”
P PA K
” for thefo u r amin oa cidr e sidu e s(prolin e, pr olin e, alamine, and
lysin e)thatc on stitutethebegiming of the r epe at, andtw otype s ofm otifscalledpolyE
s egm entsthat ar epredomin a ntly c o mpo s edofgluta m ate a ndtyr o sin e(Gre a z er,2001)･
Both P EVK s egm e nts c o rltain edin the 鮎gm e nts dete r min ed her e
had a s equ e n c e
tho ughttobe r epe ated,butn o similarideswitheitherthePn 岨
r epe ato rPolyEs egm e nt
c o uld be s e en. They w er e als odi飽re山 fr o mthe P E VK s egm e nt s equ e
n c e salr e ady
dis c o v er din otherin v ertebr ate c o n n e cdn-like pr otein s, s othetw oPE V 艮segm ents
c o uldinde ed be regardeda s n e wP EγK s egm erltS･
幽 些
Lo calizatio n of1200K-protein wi thin the s arc om er e,pr e vio u slyr epo rted byKa w a
m ur a
14
et al(1994), is c o n c e ntr ated in the vicinity ofthe J-r od. Ther efo r e, bas ed o n this
lo caliz atio n
,
its a ctio n w o uld be e xpectedtobe similartothatof thepr oteinkettin(v an
Str a ate n etal., 199)thatispr ese ntin ar也r opodstriatedm u s cle. If1200K-pr otein w er e
lo c aliz ed n e a rthe Z-lin e a nda ctedto m aintain the stru cttw e ofthe Z-lin ebybinding
withthin fila m e nts mu chthe s am ew ay askettin, the n1200K-pr otein w o uldm airltain
the stru ctu re ofthe Z-1in e and
,
at the s am etim e
,
c ollabor ate with the 400K-proteinto
c o r n e cttheZ-line withthe A-band. To t mde rsta nd ho w ela sticpr oteinin obliqu e m u s cle
m aintain s a n obliqu e str u ctur e,itwi ll beimportantto clo n e4000K
･proteintogetherwith
the fulls equ e n c e of 1200K-pr otein a ndtakete n sio n m e as u r e m e ntsto establish ho w
bo也 a ctu allya ctwitbin 也e s a rc o m ere･
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Tablel･ Co mparis o n ofP E VK c ontentsbetw e e nFr agm e nt A, v e rtebr ate c on ne ctin and
in v ertebr ate c o n n e ctin.
Fr agm e nt Aof Hu m a n skeletal Crayfish I
･c or m e ctin
Ne a nthe s sp･120K-pr oteirl C O n n e Ctin P E V K
-2
(267a a) (2174a a) (1310 a a)
P: 32.2%
E: 32.2
V : 15.9
&: 12.0
Tわtal: 92.3
P: 21.0 %
E: 22.1
V : 15.4
K: 15.8
Total: 74.3
Labeitetal., 1995
P: 8.1 %
E: 27.9
V : 13.2
K: 19.2
Total: 68.4
F 血aw a βJ αJ. ,2000
Table2. Amin o a cidc onte r[ts ofP E V K-richr epe ats ofFr agm e r[tB･
P:21.2%
E:26.5%
Ⅴ:10.1%
K: 6.7%
P EV Ktotal:64.5%
q:14.1%
A: 5.0 %
L: 2.7%
S: 2.7%
T: 2.7%
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Figu r el･ Illustr atio n of the stru ctLlr e Ofobliqu elystriated m us cle.
Le氏:Ve rtebr ate striatedm u scle;Right:Obliquelystriatedrut)s cle.
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Figtl re2･ S D S 払 G Eandim m u n oblotdetectio n ofpolycha etebo
dy wallm u s cle･
A,S D S-PA G Eofpolycha etebody wallm u s cle;1, RabbitskeletalTT) U S Cle･
2
, Crayfish
clo s er m tLS Cle
,
3,Polycha etebody w allm u 5Cle･ c o n･ c on Jle Ctin;D eb, n ebulin;M H
C
,
myo sin he a vychain;Ⅰヾ oTl,Ⅰヰ On n e Ctin;pro)e,pro)e ctin;ket,ke 血
A2 - 6 %gr adient
polya c ryJa mjdege)w a s u s ed･
B
, bJ71 u n Oblotdete ctio nofpolycha etcbody w alh- s cle･ 1, 血 doBla c
kstain oftotal
S D Se xtr a ct;2,tr e ated withMc3B9;3, treated with McSM l;4･tr e ated w
ith Pc4000K;5,
tr e ated witha 血itypd 6ed Pc4000 K･4 00O K,40 00 K
･pr otein ofpolycha etebodyw all
m tLSCle;1200K,-2OK -pr otein;TOOK,70OK
･pr otein･
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FigtL r e3. Do main str u ctu r e of Fr agm e ntA.
NI3;po rtionba cteriallye xpr e seda ndu s ed for rais ingantibodie s,
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Figt) r e4. T he amiJI O a cids equ e n c es of P K P V E Erepe ats of Fr agm e ntA.
T he r egions Of Pl, P2,P 3,P4aJld P5ar e sho w nin Fig.3.
Con s en s u sre sidtle S arebeige.
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Figu r e5. Do min stru cttlr e Of Fr agm e ntB.
N Ul;po rtio nba cte riallyexpre ss edandu s edfor raislngaJltibodie s.
Cons en s us s equ enc e:
pE PQPV E EQK E E Åg idendb･
P = P J q D ZCE: mQE V 5/) 4
AZ: PQP ∇王 EQKQE PV lI/1 4
p E PQPV EP8PL古V E V 8/1 4
SRPQP T EJ) LRQEAZ
P E PQP T E E 工且〔: E P℡
a E PQPAR D 之QTOST
9/14
5/14
P E PQPL E DQf(QE P Z
8 EPQP Z E ELRQEP A
P E P R E V EDQK EEÅV
P R PQP V E EQKE E A V
P E PQP V 毛EQR E E且V
P ヱPQP V EQRE mV
PE PQPV E EQR E EAV
P E PE m EQXEE ÅV
P E PQP V E ヱQf(CEA V
PE pCPV E EQZq E ÅV
P E PQPV苫EQXQ丘ÅV
P EP RP V E EQ 和 EPH
S/
8/
1/
3/
4/
4/
4/
ユ/
3/
3/
3/
1/
SRpQP T ED uQE AE
P 五PQL℡E E m V
P E PQP E E EOP A D V
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Fip r e6･ Amin o a cids equ en c e s of PEV K
-dchrepe ats of Fr agm entB･
Co n s ensu s re sidu es a regr e e n1
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Figtl r e7･ Re c ombin a ntpeptide u s ed fo r r alSlng arltibodie s and im m t m oblotdete ctio
n
wi thhe ami bodiestothe re c o mbin aJItP叫ides.
A. SDS-PAGEpatte rn ofpuri 鮎dre c ombin a ntpeptide1 1A M M m arkers(siz e s
sho winkDa);2. Ⅶ3 pe ptide;3. Nu tpeptide･ 18% polya c rylamidegelw a s
u s ed.
B
,
im m un oblot te sts ofpolychaetebody w allm u s cle･ 1･ Amido Bla ckstain of
total SDSe xtr a ct;2. tr eated wi thPcM3;3. tre ated wi thPcNUl･
4 000K
,
4000 K-pr otein ofpolychaetebody w allm u s cle;1200K,
1200K -pr otein;70 K,700 K
-protein･ 2-6% gr adientpolya c ryla midegelw as
u s ed.
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